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Uber die Phosphatasen der Hefe. 
(9. Mitteilung iiber die Enzyme der Girung.) 
Von 
Anton Schaffner und Fritz Krumey. 
Mit 17 Figuren im Text. 


(Aus dem chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1938.) 


In Ergiinzung der in der 6. Mitteilung') dieser Untersuchungs- 
reine gemachten Angaben iiber die Phosphatasen der Hefe wird 
hier iiber einige mneuaufgefundene Eigenschaften der Hefe- 
phosphatasen berichtet; das Schrifttum tiber Phosphatasen muf 
sich vorerst auf eine.Beschreibung der Erscheinungen beschrinken, 
die noch nicht so durchdringend ist, daB eine Unterscheidung der 
einzelnen Enzymindividuen auf Grund ihres chemischen Aufbaues 
oder auch nur ihrer biologischen Aufgabe méglich wire. Auch in 
dieser Arbeit versuchen wir zuniichst die Charakterisierung der 
Hefephosphatasen im Hinblick auf ihr Vorkommen, ihr Wirkungs- 
optimum, ihre Magnesium-Aktivierbarkeit, ihre Spezifitit, ihrer 
unterschiedlichen Léslichkeit und ihrer Bestindigkeit gegeniiber 
verschiedener Agenzien nur zu vervollstiindigen, ohne daB wir das 
oben angedeutete und weiter anzustrebende Ziel erreichen. Die 
Kxistenz zahlreicher phosphatatisch wirksamer Enzymindividuen 
in der Hefe ist kaum mehr zu leugnen, eine Systematik dieser 
Enzymgruppe aufzustellen, wie das etwa in der Chemie der 
Dehydrasen méglich ist, ist indes noch verfriiht. 

Wenn man frische Unterhefe einer Autolyse mit Toluol 
unterwirft und den autolysierten Zellbrei auf einfache Substrate 
wie @- oder £-Glycerophosphat einwirken lift, so findet man iiber 
ein tiberraschend weites p,,-Bereich, nimlich zwischen p,, = 3—9 
auf beide Substrate eine zwar wechselnde, aber immer erhebliche 
Wirkung. Verhaltnismafig geringe Vornahmen an den autolysierten 
Hefezellen, z.B. Alternlassen des Zellbreies, Anderung des Py USW., 
veranlassen aber schon eine bedeutende Veriinderung in der 


) A. Schiffner u. F. Krumey, Diese Z. 248, 149 (1934). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLV. 10 








7 eae Oe 


146 Anton Schaffner und Fritz Krumey, 


phosphatatischen Leistung. H. und E. Albers?) haben zuniichst 
das Vorkommen von zwei isodynamen Phosphatasen in der Unter- 
hefe wahrscheinlich gemacht; spiiter konnte Schuchardt*) zeigen, 
daB man die phosphatatische Leistung der Hefe in zwei Kompo- 
nenten aufteilen kann, in eine Phosphatase, die bei saurem p , 
in eine andere, die im schwach alkalischen Gebiet optimal wirksam 
ist. Diese Aufteilung erreicht man nach dem Beispiel an tierischen 
Phosphatasen‘*) durch Ausniitzung der verschiedenen Bestandigkeit 
der phosphatatischen Enzyme gegeniiber Alkali bzw. Saure. 


1. Die Oberhefenphosphatase. 


Die bei saurem p,, wirksame Phosphatase haben uns H. und 
Kk. Albers?) gelehrt aus dem Zellyerband loszulésen; dem reichlichen 
Vorkommen in Oberhefe zufolge wurde das Enzym ,,Oberhefen- 
phosphatase“ genannt; es ist aber auch, wenngleich in geringerer 
Konzentration, in Unterhefe zu finden. Nach den namlichen Autoren 
ist das Enzym fest an den unléslichen Zellbestandteilen verankert 
und kann daraus nur durch eine besondere Autolysenfiihrung 
losgetrennt werden. Die Loslésbarkeit des Enzyms wechselt nach 
unseren Erfahrungen mit den einzelnen Hefesorten und geht bei 
Verwendung von Trockenhefe*) sehr viel leichter vor sich als in 
Toluolautolysaten von frischer Hefe. 

Die Bemerkung H. und E. Albers?), Oberhefe enthalte nur 
eine Phosphatase, nimlich die im sauren Gebiet wirksame, darf 
nicht verallgemeinert werden; wir haben Oberhefen verschiedener 
Herkunft**) untersucht und finden, daB die phosphatatischen 
Leistungen der Oberhefe sich nicht nur auf die Phosphatase mit 
dem Wirkungsoptimum = 4 griindet. Die Aktivitits-p,,-Kurve von 
ganz frischem Macerationssaft aus getrockneter Oberhefe zeigt 
deutlich zwei Optima (Fig. 1a). Bei einer lingeren Dialyse werden 
allerdings die alkalischen Komponenten fast vollkommen vernichtet; 
zuriick bleibt die bestindigere Oberhefenphosphatase. Dies ist ein 
Verfahren, womit man leicht aus getrockneter Oberhefe Oberhefen- 
phosphatase herstellen kann. 


*) Diese Z. 238, 47 (1935). 

8) Biochem. Z. 283, 433 (1936); 285, 448 (1936). 

4) KE. Bamann u. K. Diedrichs, Ber. chem. Ges. 67, 2019 (1934). 

*) Dabei ist auf die geeignete Trocknung der Hefe zu achten, die 
Jangsam und bei erhéhter Temperatur (30°) vor sich gehen muB, um giinstige 
Bedingungen fiir. notwendige autolytische Vorgiinge zu bieten. 

**) PreBhefe der Firma Singer & Hamburger in Olmiitz und der Firma 
Eckelmann in Schénpriesen bei Aussig. 
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Die Werte der Fig. 1a und b beziehen sich auf einen Ansatz, der in 
einem Volumen von 6,5 ccm 1 cem «-Glycerophosphat, entsprechend 1,78 mg P, 
0.5ecem 0,1 mol. MgSO,, 2cem Acetat- bzw. Veronal-Acetatpuffer und 0,2 eem 
Macerationssaft bzw. 0,3 cem Glycerinextrakt (1:5) enthielt. Bestimmungs- 
zeit 1 Stunde bei 30°. 
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Fig. la. Fig. 1b. 
Aktivitits-pj,-Kurve der a-Glycerophosphatspaltung 
durch Oberhefemacerationssaft durch Glycerinextrakt 


aus Trockenoberhefe 


Kann die Oberhefenphosphatase mit Wasser aus der T'rocken- 
hefe ausgezogen werden, so gelingt dies nicht mit Glycerin. In 
diesem Liésungsmittel ist die Oberhefenphosphatase unldslich, 
wihrend die anderen phosphatatischen Komponenten léslich sind. 
Die Aktivitits-p,,-Kurve des Glycerinextraktes zeigt das deutlich 
(Fig. Lb). So gelingt eine Trennung der phosphatatischen Kompo- 
nenten der Hefezelle schon durch Anwendung verschiedener 
Lisungsmittel. 

Die Oberhefenphosphatase benétigt im Gegensatz zu der 
spiter zu beschreibenden «-Glycerophosphatase keine Magnesium- 
ionen zu ihrer Wirkung, sondern wird nach H. und E. Albers 
durch diese verhiltnismaBig stark gehemmt. 

Das Enzym zeigt eine ganz auffallende und charakteristische 
Kmpfindlichkeit gegen alkalische Reaktion 5). Wihrend es in schwach 
saurem Milieu (p,, = 6,4) monatelang unverindert haltbar ist, 
verliert es bei einer Wasserstoffzahl entsprechend p,, = 7,6 bei 
Zimmertemperatur innerhalb von 5 Minuten zu 50°/, seine Wirk- 
samkeit (Fig. 2) und ist nach 20 Minuten praktisch unwirksam 
geworden. Diese Unbestindigkeit des Enzyms nahe dem Neutral- 
punkt laBt auf eine besonders labile Gruppe im Enzymmolekiil 
schlieBen. Nachdem die Inaktivierung durch Alkali unter AusschluB 
von Sauerstoff im Vakuum und in Wasserstoffatmosphire mit 
derselben Geschwindigkeit vor sich geht (Fig. 2), ist ein Oxydations- 


*) Vgl. auch Cl. Hommerberg, Sv. kem. Tidskr. 47, 63 (1935). 
ig” 
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vorgang, an dem Luftsauerstoff beteiligt ist, auszuschlieBen. Durch 


Behandlung des inaktivierten Knzyms mit H,S, Cystein, Blausiure, 
Ascorbinséure, Kaliumbromat, Jodacetat konnte die Wirksamkeit 
des Knzyms nicht wiederhergestellt werden. Die Wirkung de 
aktiven EKnzyms wird durch diese Stoffe auch nicht weseutlich 
beeinfluBt. DaB die Labilitiét des Enzyms von den Reaktioner 
einer Sulfhydrylgruppe herriihrt, halten wir demnach fiir unwahr. 
scheinlich, wenn auch nicht fiir ausgeschlossen. Es wird weiterhiy 
unsere Aufgabe sein, dem Wesen der Alkaliinaktivierung auf dic 
Spur zu kommen; man kann hoffen, hier einen AufschluB iiber 
den chemischen Aufbau dieser Phosphatase zu erhalten. 
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Fig. 2. Fig. 8. 
Alkali-Inaktivierung der Oberhefenphosphatase 
gemessen mit «a-Glycerophosphat gemessen mit 
als Substrat Pyrophosphat O- —-—-O 
Triphosphat x x 


Die Alkaliinaktivierung wird hervorgerufen durch Stehenlassen 
bei py=7,6; py eingestellt durch '/;, n-NaOH. Die Bestimmung der Enzym. 
aktivitit wird bei py=4 ausgefiihrt, wie bei den Werten der Fig. 1. Die 
Substratmenge wird entsprechend 1,78 mg P in allen Versuchen gewiiblt. 

Ausfithrung der Reaktivierungsversuche: 1 cem Enzym wird 
20 Minuten bei p,;, = 7,6 inaktiviert, hierauf 30 Minuten H,S durchgeleitet 
bzw. mit 10 mg Cystein-Chlorhydrat, 10 mg Ascorbinsiiure, 10 mg KCN, 
10 mg Jodacetat, 10 mg Kaliumbromat bei py, =6 behandelt. 0,2 cem der 
vorbehandelten Enzymlésung werden hierauf bei py;= 4 mit a-Glycerophosphat 
als Substrat auf ihre Wirksamkeit gepriift. Es hat sich in keinem Falle eine 
gréBere Phosphatabspaltung als im Leerversuch ergeben. 

Analog wurde das aktive Enzym mit den oben angefiihrten Stofien 
behandelt und nach ‘/, stiindiger Kinwirkung auf seine Wirksamkeit gepriift: 
auch hier hat sich keine Abweichung von der nichtbehandelten Enzym- 
probe ergeben. 


Der Unbestandigkeit der Oberhefenphosphatase nahe dem 
Neutralpunkt steht seine grofe Bestindigkeit im sauren Milieu 
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gegeniiber. Mit Essigsiure kann aus den Enzymlésungen der gréBte 
Te il der EiweiBkérper ohne Wirkungseinbufe ausgefallt werden. 
Die klare Restlésung gibt mit Sulfosalicylsiure nur mehr eine 
schwache Triibung, mit Ammonsulfat erfolgt keine Aussalzung. 
Mit Aceton und Ather entsteht eine Fillung, die, mit Ather ge- 
trocknet, ein wasserlésliches Priparat liefert, das don gréBten Teil 
des Enzyms enthialt. 

Ausfiihrung der Essigsiur efaillung: Der dialysierte Macerations- 
saft aus Oberhefe wird mit der Hiilfte seines Volumens mit n-Essigsiure 
versetzt; nach 1 Stunde Stehen wird von dem gebildeten Niederschlag ab- 
zentrifugiert. Im a@-Glycerophosphatansatz werden durch 0,5 cem unvor- 
behandeltes Enzym 0,903 mg P in 1 Stunde, durch 0,75 cem essigsiure- 
behandeltes Enzym 0,895 mg P abgespalten. 

Die Spezifitit der Oberhefenphosphatase ist wenig ausgepriigt; 
sie spaltet a- und £-Glycerophosphat, Hexosediphosphat und, wie 
aus friiheren Versuchen hervorgeht, auch alle anderen gepriiften 
Phosphorsiiureester. Alle bisher untersuchten Lésungen dieses 
Enzyms zeigen auch eine hydrolysierende Wirkung auf Pyrophosphat. 
Versuche, die auf eine Abtrennung dieser Wirkung abzielten, 
schlugen fehl. Weder durch fraktionierte Adsorption mit Tonerde C, 
noch durch fraktionierte Alkaliinaktivierung haben wir eine Auf- 
spaltung In zwei enzymatische Komponenten erreicht. In Fig. 3 
ist die Alkaliinaktivierung der Oberhefenphosphatase, gemessen an 
Pyrophosphat, zu ersehen; sie geht vollkommen parallel mit der 
Inaktivierung der Wirkung auf «-Glycerophosphat. 

Wir bemerken, daB die Wirkung auf Pyrophosphat bei p,,=4 
nicht von demselben Enzym herrihrt, das beim Neutralpunkt 
optimal wirksam ist. Dieses benétigt zu seiner Reaktion Magnesium- 
ionen, Aus den p,,-Kurven (Fig. 4a), die mit und ohne Magnesium- 
ionenzusatz aufgenommen wurden, ist dies ohne weiteres ersicht- 
lich. Es gibt also auch in der Hefe mehrere Phosphatasen °), die 
anorganisches Pyrophosphat in Ortophosphat iiberzufiihren ver- 
mégen. Beide Enzyme sind voneinander zu trennen: in dem 
essigsiurebehandelten dialysierten Macerationssaft ist die Pyro- 
phosphatase vom p,,-Optimum=7 vernichtet und andererseits 
tindet man in den Glycerinausziigen aus getrockneter Oberhefe 
(ie Oberhefen-Pyrophosphatase nicht (Fig. 4b), ein Befund, der in 
Parallele zu setzen ist mit der «-Glycerophosphatspaltung durch 
Macerationssaft und Glycerinextrakt (Fig. 1). 


*) Vgl. E. Bamann u. H. Goll, Biochem. Z. 293, 1 (1937). 
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Die Werte der Fig. 4a und b beziehen sich auf einen Ansatz, der ip 
einem Volumen von 6,5 cem Pyrophosphat, entsprechend 1,78 mg P, 2 cem 
Puffer, 0,5 cem dialysiertem Oberhefenmacerationssaft bzw. 0,3 ccm Glycerin. 
extrakt (1:5) enthielt. Zu den Versuchen mit Mg-Ionen wurden 0,5 cen 
0,1 mol. MgSO, zugegeben. Die Werte der Fig. 4b wurden unter Zusatz yon 
Mg-Ionen erhalten. Bestimmungszeit 1 Stunde bei 30° 




















Fig. 4a. Fig. 4b. 
Aktivitats-p,,-Kurve der Pyrophosphatspaltung 
durch dialysierten durch Glycerinextrakt 
Oberhefenmacerationssaft aus Trockenoberhefe 


Die Oberhefenphosphatase ist auch zur Spaltung des so- 
genannten Triphosphates Na,P,O0,, von der Formel 
NaO NaOQ NaO 


Na0—P—0—1 >_0_P_ONa 

| ! | 

O O O 
befahigt. Das p,-Optimum der Triphosphatspaltung stimmt mit 
den Optima der a-Glycerophosphat- und Pyrophosphatspaltung 
tiberein (Hig. 5). Durch dialysierten essigsiurebehandelten Mace- 
rationssaft aus Unterhefe wird Triphosphat entsprechend dem 
geringeren Gehalt an Oberhefenphosphatase mit geringerer (Ge- 
schwindigkeit hydrolysiert. Die Alkaliinaktivierung der Triphosph: it- 
spaltung durch Oberhefenphosphatase geht wiederum — wie dic 
Pyrophosphatspaltung — parallel der Inaktivierung der «-Glycero- 
phosphatspaltung (Fig.3). Die Triphosphatspaltung durch Oberhefen- 
phosphatase ist unabhingig von der Anwesenheit von Magnesium- 
ionen analog der Spaltung von a-Glycerophosphat und Pyrophosphat. 
Zu den Angaben von Neuberg und Fischer’) stehen diese Be- 
funde in einem gewissen Widerspruch, auf den spiiter noch ein- 
gegangen werden wird. 


Die Werte der Fig. 5 beziehen sich auf einen Ansatz, der in 6,5 ccm 
Triphosphat entsprechend 1,78 mg P, 2 cem Puffer, 0,5 cem Macerationssatt 
enthielt. 


7) any ididuate (Nd.) 3, 191 (1937). 
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Der Ansatz fiir die Werte der Fig. 6 enthielt im nimlichen Volumen 
Glycerophosphat entsprechend 1,78 mg P, 0,5 eem Hefesuspension ent- 
sprechend 0,1 g abgepreBte Hefe, 0,5 cem 0,1 mol. MgSO,. Puffer wurde in 
den Ansiitzen mit frischer Hefe nicht zugefiigt; das p,, hielt sich annihernd 
auf dem eingestellten Punkt bei den Bestimmungszeiten von 1 Stunde. Die 
Kigenspaltung des Enzymmaterials wurde in diesem wie in den nachfolgenden 
Versuchen in Abzug gebracht; sie war nur in wenigen Fiillen bedeutend. 
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Fig. 5. Fig. 6. 
Aktivitats-py-Kurve Aktivitats-py,-Kurve der a-Glycero- 
der Triphosphatspaltung phosphatspaltung d. frischen Unterhefe 


Die mitgeteilten Betunde weisen darauf hin, da8 die Wirkungen 
der ,,Oberhefenphosphatase* auf ein Enzymindividuum zuriick- 
zufiihren sind. Aber der exakte Beweis kann dafiir nicht erbracht 
werden; es kann auch sein, daB sich die vielen gemeinschaftlichen 
Kigenschaften von einer gemeinschaftlichen chemischen Gruppe 
der Wirkungstriiger herleiten, mag nun diese Gemeinschaftlichkeit 
ihrer chemischen Reaktionsweise im Kolloidteil oder in einer 
prosthetischen Gruppe des Enzymmolekiiles begriindet sein. 

Zur Charakterisierung eines Enzyms muf auch seine bio- 
logische Aufgabe deutlich gemacht werden. Wir finden, daB — 
soweit es sich iiberblicken laBt — hierin ebenfalls die Aufgabe 
der ,Oberhefenphosphatase“ einheitlich ist. Lebende Oberhefe 
zeigt gegeniiber den untersuchten Phosphorsiureestern nur im 
sauren Milieu eine starke hydrolysierende Wirkung. Die Aktivitiats- 
p,,-Kurven mit lebender Hefe stimmen mit denen iiberein, die mit 
Oberhefenphosphataselésungen aufgenommen werden. Die Ober- 
hefenphosphatase erwies sich in den von uns untersuchten Hefen 
als ein extracellulir wirkendes Enzym, wiihrend die anderen 
phosphatatischen Komponenten der Hefe intracellular wirken 
(Hig. 7—9), 

Schuchardt*) beschreibt diesen Effekt, aber er findet ihn 
nicht so stark ausgepriigt. ,,Wihrend die frische Hefe bei p,, = 6,0 
in den ersten Stunden die beiden Substrate, «- und £-Glycero- 
phosphat, nur wenig dephosphoryliert, greift das Trockenpraparat 
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in dem um den Neutralpunkt liegenden Gebiet die beiden Glycerc. 
phosphate schon nach 1 stiindiger Kinwirkung an“. Der Grund. 
warum Schuchardt den Unterschied zwischen frischer und ge- 
trockneter Hefe geringer findet als wir, liegt unseres Erachtens 
darin, daB er zu seinen Versuchen mit frischer Hefe Toluol 
zusetzt, das je nach Hefeart und Versuchsdauer zu einer wech- 
selnden, aber immer bedeutenden Zellzerstérung und damit zu 
einer Ausschiittung intracelluliirer Enzyme fihrt (Fig. 6). Auch 
lingere Versuchszeiten sowie Erhéhung der Substrat- und Hefe- 
konzentration kénnte aus verschiedenen Griinden zu einer Ver- 
waschung der Aktivitiats-p,-Kurven fiihren. So mu man damit 
rechnen, daB eine langsame Diffusion des Substrates in die Hefe- 
zelle eintritt und es zu einem intracellularen Abbau kommt. [ei 
unseren kurzen Versuchszeiten und kleinen Hefekonzentrationen 
fallt dies anscheinend nicht in das Gewicht; denn in den An- 
sitzen, in denen gemiiB der unpassenden Wasserstoffionenkonzen- 
tration durch lebende Hefe keine Phosphatabspaltung erfolgt, findet 
man nach Ablauf der Versuchszeit von 1 Stunde das ungespaltene 
Substrat zur Ganze in der Lésung. 






































T i T T “Et, ie T T T il 
o——o aurch lebende Oberhele lo——o aurch lebende Oberhefe 
»- — —x aurch Macerationsbrei |\4-—-« aurch Macerationssaft aus Trocken - 
Fl aus Trockenoberhefe oberhefe 
| 10r 7 
Q 
D 
1S 
i | 
| 
3 
Fig. 7. Fig. 8. 
Aktivitats-p,-Kurve Aktivitits-p,-Kurve 
der a-Glycerophosphatspaltung der Pyrophosphatspaltung 
T T i T ' a ae T . T T i | 
o——o aurch lebende 0berhefe o——o durch lebende Oberhefe 
x———x durch frischen Macera- x— ——x aurch Macerationssalt 
bp eS Honssaft aus Oberhefe aus Unterhere 
| 20 jm I 
= / | 
A | 
| )5r / 1 
if 
a | 
ee ee nel 
——Q- 
3 J % § 6 7 8 4 
Fig. 9. Fig. 10. 


Aktivitats-py-Kurve 
der Triphosphatspaltung 


Aktivitits-pyq-Kurve 
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DaB lebende Hefezellen phosphatatisch wirksam sind, wird 
bereits von C. Neuberg und K. Djenab®) in der ersten Arbeit 
iiber Hefephosphatase beschrieben; aber auch diese Forscher ver- 
wendeten zu ihren Ansitzen Toluol. 

Ein Unterschied in bezug auf die phosphatatische Wirkung 
der Lésung von ,,Oberhefenphosphatase“ und der lebenden Hefe 
besteht insofern, als das Ferment in der lebenden Zelle gegen die 
Alkaliwirkung geschiitzt ist. SchlieBlich sei zur Erginzung der 
Versuche iiber die Spezifitat der Oberhefenphosphatase mitgeteilt, 
daB Metaphosphat, das nach Kitasato’) durch Hefe gespalten 
wird, nicht durch unser Enzym gespalten wird; die Hydrolyse 
von Metaphosphat erfolgt — wie weiter unten mitzuteilen sein 
wird — vielmehr durch eine im alkalischen Gebiet wirksame 
Phosphatase. Lebende Hefe ist demnach zu dieser Wirkung nicht 
vefiihigt, sondern nur Ausziige aus getéteten Zellen. Die Wirkung 
der lebenden Zelle stimmt also auch in diesem negativen Befund 
mit der Wirkung der Lésung von Oberhefenphosphatase iiberein 
Fig. 10). DaB auch ein Diester, Diphenylphosphat namlich, durch 
Lisungen dieses Enzyms angegriffen wird, sei zur Erginzung nur 
kurz vermerkt. 


2. Die «-Glycerophosphatase. 


In frischen Wasserausziigen und in frischen oder gealterten 
Glycerinausziigen aus getrockneter Unterhefe findet sich eine 
iiberraschend hohe Wirkung auf «-Glycerophosphat optimal bei 
p,, = 6,4 und eine sehr viel schwichere Wirkung aut #-Glycero- 
phosphat und andere Substrate, die im schwach alkalischen Gebiet 
optimal gespalten werden. Wir nannten das Enzym, das bei 
p,, = 6,4 a@-Glycerophosphat auswihlend zu _ spalten vermag, 
v-Glycerophosphatase !°), Fiir dieses Enzym ist es charakteristisch, 
daB es zu seiner Wirkung Mg-Ionen bendtigt, daB es in wiBrigen 
Lisungen verhaltnismébig unbestiindig ist und daB es durch Er- 
hitzen seiner wiBrigen Lésungen auf 50° innerhalb 30 Minuten 
zerstért wird?!) (Fig. 11). Bei der Gewinnung des Enzyms sind 
diese Kigenschaften zu beriicksichtigen. Wenn andere Forscher '’) 


‘) Biochem. Z. 82, 391 (1917). 
*) Biochem. Z. 197, 257 (1928); 201, 206 (1928). 
*) A.Schiffner u. E. Bauer, Diese Z. 22, 245 (1934); 232, 66 (1935); 
A. Schaffner u. F. Krumey, Ebenda 248, 149 (1936). 
") E. Bauer, Diese Z. 239, 195 (19386). 
**) K. Hashimoto, J. Biochem. (e.; Jap.) 26, 137 (1937). 
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die auswihlende Wirkung dieses F'ermentes nicht bestitigen konnten, 
so kann das auBer an den in der 4. Mitteilung erwaihnten Tat. 
sachen auch daran liegen, da8 in den zur Untersuchung ver. 
wendeten Lésungen das Enzym bereits seine Wirksamkeit verloren 
hat. Wir haben verschiedene Hefen auf ihren «-Glycerophosphatase- 
gehalt untersucht und kénnen unsere friiheren Befunde immer 
wieder bestitigen. Auch in Oberhefe finden wir das Enzym 
(Fig. la und b). 
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Fig. 11. Fig. 12. 
Aktivitaéts-py-Kurve Aktivitats-py-Kurve 
der a-Glycerophosphatspaltung der £-Glycerophosphatspaltung 


durch dialysierten Macerationssaft 


Ausfiihrung der Versuche wie bei den Werten der Fig. 5 und 6, bei 
Anwesenheit von Mg-Ionen und Verwendung einer Enzymkonzentration 
entsprechend 0,2 cem Macerationssaft. 


3. Die im alkalischen Gebiet wirksamen Phosphatasen der Hefe. 
a) Die hitzebestindige alkalische Phosphatase. 


In den hitzeinaktivierten, dialysierten, waBrigen Ausziigen 
aus getrockneter Unter- oder Oberhefe ist eine phosphatatische 
Wirkung auf @- und £-Glycerophosphat zu beobachten (Fig. 12). 
Aber die auswihlende Spaltung von a@-Glycerophosphat ist ver- 
schwunden, das p,,-Optimum ist etwas in das alkalische Gebiet 
geriickt. Die Abtrennung der «-Glycerophosphatase von der 
alkalischen Phosphatase ist damit durchgefiihrt. 

Wir untersuchten die hitzebestiindige alkalische Phosphatase 
auf ihre Mg-Aktivierbarkeit, nachdem wir sie einer mehrtigigen 
Dialyse unterworfen haben. Sie schien nicht ganz unbeeinfluBbar 
zu sein; wir konnten Aktivierungseffekte bis zu 50°/, beobachten, 
wenngleich das Enzym auch ohne Zugabe von Mg-lJonen immer 
eine betriichtliche Wirkung zeigte. Um eventuell zuriickgehaltene 
Mg-Ionen zu entfernen, unterwarfen wir das vordialysierte Enzym 
einer Elektrodialyse, gegen die sich das Enzym bei Anwendung 
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grober Vorsicht bestindig erwies. Der Mg-Gehalt ging dabei auf 
weniger als die Halfte zuriick und betrug in der fiir den Ansatz 
von 5ccm angewandten Enzymmenge 3—6 y, das ist }/ bis 
mol. 


20000 


'/ 40 000 

Ausfiihrung der Elektrodialyse: In einem 14 cem fassenden 
Dialysator wurde der gegen Wasser vordialysierte Macerationssaft 5 Stunden 
der Einwirkung des elektrischen Stromes von 0,4 Milliamp. ausgesetzt; dabei 
tritt pp-Anderung von pq=6 auf py = 5 ein. Von der dabei auftretenden 
Eiweibfallung wird abzentrifugiert. 

Zur Bestimmung des jeweiligen Mg-Gehaltes wurden 2 cem der Enzym- 
lésung im Platintiegel verascht, in verdiinnter HCl aufgenommen und colori- 
metrisch der Mg-Gehalt bestimmt '%). 


Auch diese an Mg-Ionen armen Enzymlisungen sind nicht 
inaktiv, werden aber durch Zugabe von Mg-Ionen, je nach dem p,,, 
wechselnd beeinfluBt. Bei manchen Substraten ist bei Zugabe von 
Mg-Ionen eine deutliche Verschiebung des p,,-Optimums zu be- 
merken (Fig. 13 und 14); der absolute Aktivierungseffekt ist — 
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Fig. 13. Fig. 14. 
Aktivitits-py-Kurve der Aktivitaits-p,-Kurve der 
Adenosintriphosphorsiurespaltung £-Glycerophosphatspaltung 


wenn tiberhaupt vorhanden — unbedeutend. Man kommt zu dem 
SchluB, daB die hitzebestiindige alkalische Phosphatase Mg-Ionen 
fiir ihre Aktivitit nicht bendtigt, aber durch sie beeinfluBt wird. 
Wenn es die Untersuchungen von KE. Bauer?4) wahrscheinlich 
gemacht haben, daB die Aufgabe der Mg-Ionen bei der Aktivierung 
der Pyrophosphatase und der «-Glycerophosphatase darin besteht, 
Substrat und Enzym miteinander zu verbinden, so kann man 
hier im Falle der alkalischen Phosphatase vielleicht eine das 
Substratmolekiil labilisierende Wirkung der Mg-Ionen annehmen, 
die je nach dem p,, und dem Substrat wechselt. 


) H. v. Euler, H. Hellstrém u. D. Runehjelm, Diese Z. 187, 127, 
und zwar 131 (1930). 
*) Diese Z. 248, 213 (1937). 
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Die Spezifitat der hitzebestindigen alkalischen Phosphatase 
der Hefe ist in gewisser Beziehung der der Oberhefenphosphatase 
ihnlich, mit ihr aber nicht identisch. Die Wirkung des Enzyms 
umfaBt ein weites Gebiet: a«- und #-Glycerophosphat, Hexose- 
diphosphat, Adenosintriphosphat und Adenylsiure werden it 
ihnlicher Geschwindigkeit angegriffen. Nicht angegriffen wird das 
sogenannte Triphosphat, Metaphosphat und, wie aus den Aktivitiits- 
p,-Kurven der Pyrophosphatspaltung (Fig. 15) hervorgeht, Pyro- 
phosphat; die Pyrophosphatspaltung ist Mg-abhiangig, ihr p,,-Opti- 
mum liegt bei dem Neutralpunkt. Der Abbau der Adenosin- 
triphosphorsaiure, die — soviel wir festgestellt haben — auch 
durch die hitzebestiindige alkalische Phosphatase gespalten wird, 
bendtigt gemif ihres komplizierteren Baues eine eingehendere 
Priifung des Reaktionsmechanismus; wir werden iber die Ergebnisse 
dieser Untersuchung, die noch nicht abgeschlossen ist, spiiter 
berichten. 
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Fig. 15. 
Aktivitaits-py-Kurve der Pyrophosphatspaltung durch hitzeinaktivierten Macerationssaft 
b) Die Triphosphat- und Metaphosphatspaltung 
durch Hefeausziige im alkalischen Gebiet. 


Die hitzebestindige alkalische Phosphatase ist nicht imstande 
Triphosphat und Metaphosphat zu hydrolysieren. Dagegen sind 
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Fig. 16a. Fig. 16b. 
Aktivitats-p,;;-Kurven der Triphosphatspaltung durch dialysierten Macerationssaft 
aus Unterhefe aus Oberhefe 
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frische waiBrige Ausziige aus getrockneter Unterhefe auch nach 
kurzer Dialyse befihigt, diese Substrate mit groBer Geschwindig- 
keit bei neutraler und schwach alkalischer Reaktion zu spalten, 
wenn man den Ansatz mit Mg-lonen erginzt (Fig. 16—17). 
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Fig. 17. 
Aktivitits-p,,-Kurven der Metaphosphatspaltung 
durch dialysierten Macerationssaft aus Unterhefe 


Nach 30 Minuten langem Erhitzen auf 50° ist die Enzymlésung sowohl 
gegeniiber Triphosphat als Metaphosphat wirkungslos geworden, wihrend 
Pyrophosphat mit fast der niimlichen Geschwindigkeit gespalten wird. 

In einem Ansatz, der in 6,5 cem, entsprechend 1,78 mg P, Substrat, 
0,2 cem dialysierten Macerationssaft und 0,5 ccm 0,1 mol. MgSO, enthilt, 
wird in 1 Stunde bei p,,=7 und 30° Milligramm Phosphor abgespalten aus: 








Metaphosphat 











Pyrophosphat | Triphosphat 
Vor dem Erhitzen d. Enzymlés. 1,20 1,52 0,55 
Nach dem Erhitzen d. Enzymlos. 1,05 0,00 0,00 








Mit den Angaben von Neuberg und Fischer‘) stimmen 
einige dieser Befunde nicht ganz iiberein. So kénnen diese For- 
scher eine Triphosphatspaltung durch Unterhefe nicht nachweisen: 
ob das auf eine Verschiedenheit der Heferasse zuriickzufiihren ist 
oder auf die groBe Unbestindigkeit des Enzyms, laBt sich noch 
nicht entscheiden. Und ferner finden sie das p,,-Optimum der 
Triphosphatspaltung durch Lésungen aus Oberhefe niiher dem 
Neutralpunkt als wir. Auch hier ist nicht zu entscheiden, wie weit 
dies auf die Verschiedenheit der Heferasse bzw. auf die unter- 
schiedliche Darstellung der Enzymlisung zuriickzufiihren sein wird. 

Dagegen kénnen wir bestitigen, daB die Triphosphatspaltung 
nicht von der Pyrophosphatase vom p,-Optimum = 7 herriihrt, 
daB lebende Oberhefe Triphosphat gut, Unterhefe dagegen schwiicher 
spaltet. Dabei sei bemerkt, daB es in der Hefe zwei unterscheid- 
bare Enzyme gibt, die dieses Substrat zu hydrolysieren vermégen: 
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die Oberhefenphosphatase, auch extracellulir wirksam in der der 
lebenden Hefe, iuBerst bestiindig gegen saure Reaktion und un. 
bestiindig bei alkalischer Reaktion, und das hier beschriebene 
Ferment, das nur nach Auflésung der Zellstruktur wirksam ist, 
wenig bestindig und Mg-abhingig. 

Wenn darauf aufmerksam gemacht werden kann, daB das 
Triphosphat spaltende Agens nicht identisch ist mit der Pyro. 
phosphatase und nicht mit der hitzebestiindigen alkalischen Phos- 
phatase, so steht der Beweis fiir die Nichtidentitait mit der so- 
genannten «-Glycerophosphatase aus. 

a-Glycerophosphatase und ‘l'riphosphat-Phosphatase haben 
ihnliche Kigenschaften — was ihre Aktivierbarkeit durch Mg. 
Ionen und ihre Bestindigkeit betrifit. Da eine Trennung beider 
Enzymwirkungen noch nicht durchgefiihrt worden ist, kann iiber 
ihre Verschiedenheit nichts ausgesagt werden. 


Der van’tHoff-Stiftung der kéniglichen Akademie der Wissen- 
schaften in Amsterdam sprechen wir fiir die gewihrte Unterstiitzung unseren 
besten Dank aus. 
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Zur Kenntnis der Enzymsysteme der Atmung in Muskel, 
Jensen-Sarkom, Lunge und Milz. 
Von 
Hans von Euler und Harry Hellstrém. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Juli 1938.) 


Die zentrale Substanz des anaeroben Kohlenhydratabbaues so- 
wohl bei der Glykolyse als beim anaeroben Teil der Atmung ist, 
wie nunmehr feststeht, die Triosephosphorsiure (E{mbden). An 
dieser setzt die weitere Dehydrierung ein, und zwar konnte in 
diesem Institut gezeigt werden, daB die Triosephosphatdehydrase 
Cozymase-gebunden ist ’). DemgemiB besteht der erste Dehydrie- 
rungsvorgang in der Ubertragung von Wasserstoff auf die Co- 
zymase, unter Bildung von CoH, und von Phosphoglycerinsiure. 

Die Weiterleitung des Wasserstofis der Dihydro-cozymase 
zum Sauerstoff erfolgt in tierischen Organen durch das Keilin- 
sche Cytochromsystem. Die zwischengeschalteten Vorgiinge sind 
noch nicht endgiiltig aufgeklairt. Ks wurde bereits darauf hin- 
sewiesen, daB das Enzym, fiir welches wir den Namen Diapho- 
rase*) vorschlugen, den Wasserstoff der Dihydro-cozymase auf 
das Cytochrom iibertrigt. Nun kann man zwar annehmen, daf 
diese Ubertragung ohne weitere Zwischenglieder bewirkt werden 
kann. Andererseits hat Szent-Gyérgyi’) in seiner Theorie der 
Zellatmung die Vermittlerrolle des C,-Dicarbonsiiuresystems be- 
tont, und konnte seine Theorie durch bemerkenswerte Versuche 
stiitzen. Man kann schlieBlich zeigen, wie sowohl der von Krebs‘) 
erweiterte Szent-Gyérgyische Cyclus, der sich auf die von 


1) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). — Euler, 
Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 242, 217 (1937). 

*) Adler, Euler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiy. f. Kemi 12, 
Nr. 54 (1988). — Euler u. Hellstrém, Diese Z. 262, 31 (1938).— Vel. auch 
Green, Needham u. Dewan, Biochemie. J. 31, 2327 (1937.) 

*) Szent-Gyoérgyi u. Mitarb., Diese Z. 236, 1 (1935). — Vgl. auch 
Acta med. Szeged, 9, 1 (1987). 

*) Krebs u. Johnson, Enzymologia (Nd.) 4, 148 (1937). — Krebs, 
Salvin u. Johnson, Biochemie. J. 32, 113 (1938). 
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Martius und Knoop!) gefundenen Tatsachen iiber den Abhay 
der Citronensaure stiitzt, als auch die Diaphorase in den Mecha. 
nismus des Kohlenhydratabbaus eingehen. 

Nachdem in einer friiheren Mitteilung an einer aus Herz. 
muskel dargestellten und gereinigten Diaphoraselésung Eigen. 
schaften dieses Enzyms (p,,-Stabilitat, Temperaturempfindlichkcit, 
Co-Enzym-Spezifitait) festgestellt worden sind?) und nachdem die 
Verbreitung der Diaphorase durch die Versuche von Hasse’®) ge. 
zeigt worden war, soll in dieser Mitteilung zunichst das System 
Diaphorase-Cytochrom—Cytochromoxydase in verschiedenen Ge- 
weben verglichen werden. 


I. Diaphorase-Cytochrom—Cytochromoxydase in Jensen-Sarkom, 
in Muskel, Lunge und Milz von Ratten. 


Bestimmungsmethodik. 

Hinsichtlich der Diaphorase- Bestimmung kénnen wir zuniichst auf 
die Mitteilung von Euler und Hellstrém in dieser Z. [252, 31 (1938)} ver- 
weisen. 

Bei der Diaphorase-Bestimmung an Lunge hatte das Reaktionsgemiseh 
folgende Zusammensetzung: 

1 cem Puffer, (py = 7,2) + 0,1 ecm Enzymlésung + 0,1 cem 0,1 mol. 
KCN-Lésung + 0,1 cem 107% mol. Mb-Lésung + 0,1 cem CoH,-Lésung + 
3,6 cem Wasser. 

2. Die Cytochromoxydase wurde direkt und zwar spektrophoto- 
metrisch gemessen durch die Geschwindigkeit, mit welcher reduziertes 
Cytochrom an der Luft durch das Enzym oxydiert wird. 

Reaktionsmischung: 1 cem Puffer (py = 7,2) + 0,2 eem Enzymlésung + 
0,4 ecm reduziertes Cytochrom e (2,2.10~-° Mol/Liter). 

Bestimmung des gesamten Systems. Im vollstiindigen System 
verliuft die Oxydation der Dihydro-cozymase durch Diaphorase iiber eine 
oder mehrere Cytochromkomponenten und die Cytochromoxydase. Man 
verwendet zur Messung dieselbe Reaktionsmischung wie zur Bestimmung 
der Diaphorase, nur ersetzt man Mb und KCN-Lésungen durch Wasser: 
der Verbrauch an Dihydro-cozymase pro Zeiteinheit gibt dann ein Mab 
fiir die Wirksamkeit bzw. Vollstindigkeit des gesamten Systems. Die 
folgende Messung bezieht sich auf das Diaphorase-System der Rattenlunge: 
(CoH,-Verbrauch in 25 Min.) 

Extinktion ¢ 0,76 0,75 0,735 0,73 0,71 0,655 0,59 
Min. 0,5 1 3 5 8 12 25 


Bei der Bestimmung des vollstindigen Systems der Ratten- 
lunge, wobei die Dehydrierung der CoH, tiber Diaphorase-Cyto- 
chrom—Cytochromoxydase gehen sollte, lieB sich keine Reaktion 


1) Diese Z. 246, I (1937). 
*) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 81 (1938). 
8) Euler u. Hasse, Naturw. 26, 187 (1938). 
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nachweisen. Deshalb wurden 0,05 ccm Cytochrom c zugesetzt, 
wobei folgende Werte erhalten wurden: 
¢ 0,82 0,815 0,79 0,76 0,73 0,70 0,68 0,63 
Min. 0,5 1 2 4 6 8 10 14, 
Es war also im System Cytochromoxydase vorhanden. 
Die Verhiltnisse liegen also bei Lunge ahnlich, wie wir sie 
friiher bei Rattensarkom gefunden haben. 


Tabelle 1. 








Auf 20 mg Enzympriiparat in der Reaktions- 
mischung berechnete Aktivitit 





























der der Cytochrom-| des gesamten Systems. 
Diaphorase. oxydase. | CoH,-Verbrauch 
CoH,- | Cytochrom c- in Mol/Lit.-Min. 
Verbrauch Verbrauch |————_— ae 
in in mit Cytochrom 
Mol/Lit.-Min.| Mol/Lit.-Min. | | ergiinzt 
———— a = — — — ———————————— seen ‘“ LS 
Herzmuskel . . . . | 4,0+107° 44,5-10-7 | 6,5+1075 | a 
Fn ee '4,0-10-8 — | 0 |  6,2-10-% 
0 — | 0 
Jensen-Sarkom. . . | 3,8-10~° 22-10-7 | 0 | 6,3-10-8 | 
Jensen-Sarkom nach: | 
, pueece a . 1,3-10-° 0 9°1077 
Cu-Injektion I {? 2°5 +1077 0 6,6-1077 
Cu-Injektion II . . 8,1-1077 4,3-1077 0 3,1-1077 
Cu-Injektion IV . . | 5,0+1077 | 0 15-1077 


intramuskulir 





Durch Kombination der obigen Bestimmungen 1—3 erhilt 
man auch eine Kontrolle beziiglich der Konzentration des Cyto- 
chroms (der Cytochromkomponenten). Wird durch die direkten 
Methoden 1 und 2 nachgewiesen, daB sowohl Diaphorase als Cyto- 
chromoxydase vorhanden ist, fallt aber gleichzeitig die Bestim- 
mung 3 des vollstiindigen Systems negativ aus, so ist daraus zu 
schlieBen, daB Cytochrom (Cytochromkomponenten) nicht an- 
wesend ist. 

Cytochrom c kann aus Herzmuskel nach Theorell’) in einer 
Menge von 0,14 y Cytochromeisen je g Muskel erhalten werden, 
was also den Minimalwert fiir normalen Muskel darstellt. 

Jensen-Sarkom enthilt so wenig Cytochrom, daB es in 10g 
dieses Gewebes noch nicht nachgewiesen werden kann (Grenze 
der Nachweisbarkeit 0,1 y Cytochromeisen). Jedenfalls enthalt 1 g 
Jensen-Sarkom weniger als 3 y Cytochrom; nach unserer friiheren 


) Theorell, Biochem. Z. 288, 317 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLV. 11 
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Schitzung?) hegt die Grenze bei etwa 1 y Cytochrom in 1 g Sarkom, 
Wir verweisen iibrigens nochmals auf die damit itibereinstimmendey 
Resultate der Untersuchungen von Holmes’) sowie von Elliot, 
Benoy und Baker’). 

Was sich hier zeigt, ist also die im Vergleich zu Muske| 
auffallend geringe Konzentration der Cytochromoxy. 
dase und des gesamten Cytochromsystems, und _ hierin 
liegt zweifellos die Ursache fiir die Anomalie des oxydativen 
Kohlenhydratstoffwechsels in Sarkomen bzw. Tumoren. 

Bei der Beurteilung dieses Mangels am Cytochromsystem in 
Tumoren ist, wie der eine von uns (H. v. Kuler) vor einiger Zeit 
zu betonen Gelegenheit hatte‘), die Tatsache wichtig, daB auch 
in anderen Geweben bzw. Organen, z. B. Lunge und Milz, das 
Cytochromsystem ebenfalls sehr wenig ausgebildet ist. Breusch®) 
hat im Institut Szent-Gyérgyis bereits die Phenylendiamin- 
dehydrierung in Sarkomen und in Embryonalgeweben sowie Milz 
und Lunge untersucht. 


Er findet im Miausetumorgewebe den Wasserstofftransportcyclus der 
C,-Dicarbonsiuren teilweise gestért und den Tumor unfihig, Oxalessigsiiure 
zu bilden wie auch zu dehydrieren und die Fihigkeit, Bernsteinsdure zu 
dehydrieren auf etwa 20°/, derjenigen des normalen Muskelgewebes ge- 
sunken. Er hilt aber nicht eine Unterfunktion der Succinodehydrase, sondern, 
auf Grund seiner Versuche an Phenylendiamin®), eine Unterfunktion des 
Cytochromsystems fiir wahrscheinlich. Zur Messung des Eigenstoffwechsels 
verwendete Breusch, wie bei seinen Versuchen mit Lunge, ein Co-Ferment, 
das nach einer privaten Vorschrift von Szent-Gyérgyi dargestellt wurde 
und offenbar ein Gemisch von Cozymase und Codehydrase II enthielt, so dai 
es schwer ist, seine Versuche mit den unsrigen zu vergleichen. 


Einwirkung von Kupfersalz auf das Cytochromsystem 
der Jensen-Sarkome. 


Auf Grund der Tatsache, daB Kupfersalze in kleinen Konzen- 
trationen die Cytochrombildung beinflussen“), haben wir in mehreren 





1) Euler, Malmberg u. Giinther, Z. Krebsforsch. 45, 425 (1917). 

*) Holmes, Biochemie. J. 20, 812 (1926). 

8) Elliot, Benoy u. Baker, Biochemic. J. 29, 1937 u. 1940 (1939). 

4) Vortrag vor d. Berliner Med. Ges., 22. Juni 1988. — Dtsch. med. 
Wschr. 64, im Druck. 

5) Breusch, Biochemic. Z. 295, 101 u. 125; 297, 24 (1938). 

6) Statt Phenylendiamin hatten neuverdings Simola und Noro eine 
Modifikation zur quantitativen Auswertung der Indophenoloxydase vor- 
geschlagen (a-Naphthol, Dimethyl-p-phenylendiamin und Natriumcarbonat). 
Suomen Kemistilehti 10, 33 (1937). 

7) Vgl. hierzu Cohen u. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 107, 97 (1934). 
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Versuchsreihen (vgl. Tab. 1, S. 161, Zeilen 4—6) in lebende Ratten, 
denen Jensen-Sarkome implantiert worden waren, kleine Kupfer- 
mengen eingefihrt. 

Die Sarkome waren dabei bereits bis zu GréBen von iiber 
15 g angewachsen. 


1. Injektion in das Sarkomgewebe. Es erhielten: 


3 Ratten je 0,25 ccm einer 2,5-10~4 mol. sterilen CuSO,-Lésung, 
1 Ratte 0,25cecm , 2,5:20-> mol. ,, - 


Zwei Tage nach der Injektion wurde eine der 3 ersteren 
Ratten getétet, das Sarkom wurde herauspripariert und im Zentrum 
der Injektion aufgeschnitten. Eine deutliche Verainderung war an 
der injizierten Stelle eingetreten: Das Gewebe war stark auf- 
gelockert und durchblutet. Dieser Teil b (1,45 g) wurde fiir sich 
extrahiert. In einem Parallelversuch wurde ein Stiick Sarkom a 
(3,5 g) von normalem Aussehen extrahiert. Die Zellmasse wurde 
mit Sand verrieben, 0,5 bzw. 1 ccm sek. Phosphatpuffer zugesetzt 
und 15 Minuten stehen gelassen. Danach wurden 3,5 bzw. 5 ccm 
Wasser hinzugefiigt, geschiittelt und die Zellmasse abzentrifugiert. 
Zum Versuch wurde 0,1 ccm Fliissigkeit benutzt. (Sarkom Ib 
bzw. Ia der Tabelle.) 

4 Tage nach der Injektion wurde das Sarkom der zweiten 
Ratte extrahiert und untersucht. In diesem zeigten sich keine 
Blutungen; das Sarkom enthielt nur einen nekrotischen Kern, der 
nicht untersucht wurde. In der Tabelle ist dieser Versuch mit 
Cu-Injektion II bezeichnet. 

Vergleicht man die Zahlenwerte fiir nicht behandeltes und 
mit Cu behandeltes Sarkom, so findet man zunichst, daB eine 
Zunahme des Cytochromsystems nicht eingetreten ist; vielmehr 
weisen die Cu-behandelten Sarkome kleinere Enzymmengen auf. 
Kine Wirksamkeit des Cytochromsystems trat nach der Cu-Behand- 
lung iberhaupt nur dann hervor, wenn das System mit Cytochrom c 
erginzt wurde. Diese Erginzung wurde durch Zusatz von 0,1 ccm 
eiuer 2-10~° mol. Lésung von Cytochrom erreicht. 

Die direkte Bestimmung der Cytochromoxydase durch Cyto- 
chrom ¢ gab zwar héhere Werte fiir das Cu-behandelte als fiir das 
nicht behandelte Sarkom; da die Enzymlésungen aber wahrschein- 
lich Cu enthielten, muB man mit einer katalytischen Wirkung 
des Kupfers rechnen, und zwar teils mit einer Aktivierung der 
Cytochromoxydase, teils mit einer direkten Beeinflussung des 
Cytochroms ec. 
11° 
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2. Injektion intramuskulir. Da fiir die Cytochromsynthese 
andere Organe in viel héherem Grad in Betracht kommen 4]s 
das Sarkomgewebe, wurde eine intramuskulire Injektion yor- 
genommen und zwar 0,25 ccm der 2,5-10~* mol. Kupfersulfat- 
lésung. Nach 2 Tagen wurde das Tier getétet und das Sarkom 
herausprapariert. Die nekrotischen Teile wurden entfernt und 
nicht untersucht. Das frische Sarkomgewebe (4 g) wurde mit Sand 
verrieben und die feinverteilte Masse mit 4 ccm sek. Natrium- 
phosphatlésung extrahiert, die Mischung mit 6 ccm Wasser ver- 
diinnt und zentrifugiert. Im Extrakt wurde die Aktivitit der 
Diaphorase und des Cytochromsystems untersucht (Tabelle S. 161 
Cu-Injektion IV). 


II. Versuche an Succinodehydrase. 


Unsere Versuche am Cytochromsystem haben uns veranlabt, 
wieder auf die friiher von einem yon uns [H. Hellstrém?)] ge- 
iuBerte Vermutung zuriickzukommen, daf in die Succinodehydrase 
eine S—S- oder eine SH-Gruppe als prosthetische Gruppe ein- 
geht”). Die Wahrscheinlichkeit dieser Annahme erhéht sich, wenn 
man die Mitwirkung des Cytochromsystems in Betracht zieht. Das 
Cytochrom wird auf Grund seines hohen Redoxpotentials sehr 
wahbrscheinlich durch freie SH-Gruppen reduziert (Glutathion 
reduziert augenblicklich Cytochrom c), welche dabei in S—S-Ver- 
bindungen iibergehen und ihrerseits von Succinat wieder in SH- 
Gruppen verwandelt werden kénnen. 

Kiirzlich haben Hopkins und Morgan’) nachweisen kénnen, 
daB die Aktivitiit der Succinodehydrase durch langere Kinwirkung 
von SH-Glutathion gesteigert wird; sie haben festgestellt, dab 
zwischen Enzym und Glutathion ein Gleichgewicht besteht. Dab 
bei dieser Reaktion das Enzym durch das SH-Glutathion reduziert 
wird, kann allerdings nicht als bewiesen angesehen werden. Zwar 
wird die Aktivitiit durch die gleiche Behandlungsweise des Enzyms 





1) Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B Nr. 37 (1937). 

*) SH-Gruppen sind in den letzten Jahren in mehreren proteolytischen 
Enzymen vermutet bzw. nacbgewiesen worden, so in Papain und Kathepsin 
von Bersin [Diese Z. 222, 177 (1933)] in Urease von Sumner u. Poland 
[Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 30 (1933)]. Bei der Besprechung dieser 
Tatsachen wurde schon darauf hingewiesen (Euler, Erg. Vit. u. Hormon- 
forsch.), daf bei der Spaltung der Gruppierung CONH eine SH-Gruppe 
des Enzyms sich anlagern kann. Vgl. hierzu auch die Arbeiten von Wald- 
schmidt-Leitz, Edlbacher, Schiffner und Bauer. 

*) Hopkins u. Morgan, Biochemic. J. 32, 611 (1938). 
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mit S-S-Glutathion stark herabgesetzt bzw. vernichtet, aber es 
ist auch méglich, daB eine Ausgangsreaktion eintritt, oder eine 
Anlagerung, wodurch neue Aktivititszentren gebildet werden. Durch 
die Mitteilung von Morgan und Friedmann’), welche die Re- 
aktion der Maleinsaiure mit verschiedenen Sulfhydrylkérpern unter- 
sucht haben, wird die Bedeutung der SH-Gruppe bei der Bernstein- 
siuredehydrierung noch deutlicher gezeigt. Den genannten Autoren 
zufolge geht bei diesen Reaktionen die Maleinsiure teilweise in 
die Fumarséure iiber, weshalb bei der Diskussion des Bernstein- 
siiure—Fumarsiiure-Systems auch die Maleinsiure in Betracht ge- 
zogen werden mub. 

Unsere Untersuchungen an einer gereinigten Succinodehydrase- 
Lisung bezogen sich 1. auf die Oxydation der mit Hydrosulfit 
behandelten Enzymlésung durch Ferricyankalium. Bei diesem 
Vorgang wurde besonders 2. die Reduktionsdauer variiert, und 3. der 
KintluB der Aciditit auf die Reaktionsgeschwindigkeit studiert. 


Erste Versuchsreihe (vgl. Tabelle S. 166). — Versuche A. Je 
2cem Enzymlésung wurden mit 1 cem 0,5 mol. KH,PO,-Lésung gemischt; 
A, wurde mit 1cem Na-Hydrosulfitlésung 8 mg/ecm, A, mit 1 ccm ge- 
liifteter Hydrosulfitlésung versetzt. Die Reaktionsmischungen (py = 6) blieben 
2 Stunden bei 30° und dann iiber Nacht bei 0° stehen. 

Versuche B. Bei B, wurden 5 cem Enzym mit 0,1 cem 0,1 mol. 
Ferricyanidlésung gemischt und 1 Stunde stehen gelassen. Von diesen Proben 
wurden nach 90 Minuten 2 ccm herausgenommen und mit 1 cem Puffer- 
lisung (pp = 7,6) und 1 eem Hydrosulfit im Thun berg- Rohr gemischt, hierauf 
2 Stunden bei 30° und dann 17 Stunden bei 0° aufbewahrt (Versuch B,). 

Versuche C. Bei C, reagierten 2 cem Enzymlésung mit 2 cem Hydro- 
sulfit 60 Minuten bei py = 7,6. 

Am folgenden Tage wurden 2 cem der Probe B, mit 0,1 cem Ferri- 
cyanid wihrend 1 Stunde oxydiert (Probe B,). Simtliche Proben, welche 
Hydrosulfit enthielten wurden geliiftet bis das als Verunreinigung im Enzym 
vorkommende Myoglobin in der oxydierten Form auftrat; dann blieben sie 
noch einige Zeit stehen, wobei kontrolliert wurde, daB die reduzierte Form 
nicht zuriickkam. Die mit Ferricyanid versetzten Proben, die dadurch eine 
stark gelbliche Farbe erhalten hatten, wurden mit Hydrosulfit zuriicktitriert 
und ein evtl. UberschuB durch Liiften entfernt. 

Zweite Versuchsreihe. — Von einem Ansatz, in welchem 0,2 ccm 
0,1 mol Ferricyanid auf 10 cem Enzymlésung eingewirkt hatten, wurden 2 ccm 
im Thunberg-Rohr der Reduktion mit Hydrosulfit unterworfen. 

Dritte Versuchsreihe. Hier wurde die Einwirkung von Ferri- 
cyanid bei zwei verschiedenen Acidititen, und zwar bei py = 6 und py =8 
untersucht, worauf die Ansitze bei py=7,6 reduziert wurden. Parallel- 
proben wurden gleichzeitig angesetzt, wobei die Enzymlésungen nur unter 
dem Einflu8 der verinderten Aciditit standen. 





*) Morgan u. Friedmann, Biochemic. J. 32, 733 (1938). 
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Tabelle 2. 


In Thunberg-Rohren 0,1 cem 0,5 mol. Na-Succinatlésung + 0,5 cem Phosphat- 
puffer (py = 7,6) + 0,25 ccm Enzymlésung + 0,1 ccm 10-* mol. Mb-Lésung. 
































a Be- Ent- 
os ; firbungs. 
as zeich- Behandlung des Enzyms a” 
S nung Minuten 
A, Reduktion bei py = 6, 2Std. bei 30°, 17Std. bei 0° 58 

Ay Kontrolle nicht reduziert. ......... 56 

i B, Mit Ferricyanid oxydiertes Enzym ..... 35 
B, B, bei pp =7,6 reduziert ......... 15 

B, B, mit Ferricyanid oxydiert ........ 90 

C, Reduktion bei 7,6 (1 Std.) ......... 22 

la Nicht reduziert 1 Std. bei 830° ....... 26 

Ib Reduziert 1 Std. bei 30°. . ........ 23 

Ila Nicht reduziert 2 Std. bei 80° ....... 28 

IIb Reduziert 2 Std. bei 30°. ......... 31 
2 IIlaa | Nicht reduziert 2 Std. bei 30° u. 18 Std. bei 0° 29,5 
IIIbb | Reduziert 2 Std. bei 30° u. 18 Std. bei 0°. . 16 
Ia—IIIb] Ohne Substrat (Succinat). ......... etwa 300 
Nicht behandeltes Enzym ......... 23 

Enzym + geliiftetes Na-Hydrosulfit .... . 200 

la Oxydiert beipp=6.........0s+ec0-68 39 

Ib ™ » Po=6, ‘dann wieder red. 18Std. b.0° 17 

8 Ila ” ” Pa=8 hn ae oe oe oe ee 31 
IIb n= 8, dann wieder red. 18 Std. b. 0° 19 

Ib Nicht voibiaantch es s «4 oe & 6 eS 19 

IIb 9 ” ees ss es bw we 50 


Es zeigte sich also bei obigen drei Versuchsserien, daB die 
Aktivitait (dehydrierende Wirkung) der Succinodeydrase durch 
ihre Reduktion mit Na-Hydrosulfit gesteigert wurde. Umgekehrt 
wird die Wirkung des reduzierten Enzyms durch Behandlung 
mit Ferricyankalium bedeutend herabgesetzt, wie aus Versuch }, 
(Versuchsreihe 1) ersichtlich ist. Bei Versuch B, wurde durch 


Kinwirkung von Hydrosulfit iiber Nacht die Enzymaktivitait auf 


das Doppelte erhoéht. Bei p, =6 1a8t sich, wie die Versuche A, 
und A, zeigen, die Reduktion iiberhaupt nicht durchfiihren. Aus 
der Versuchsreihe 2 ist zu entnehmen, daf der gréBte Reduktions- 
effekt erhalten wurde, wenn die Reaktion iiber Nacht lief. 

Wir verglichen nun die Enzymwirkungen der bei p, = 6 und 
Pp, =8 gestandenen, nicht vorbehandelten Proben mit den Aktivititen 
der durch Ferricyanid oxydierten Proben bei gleichem p,. 

Dabei ergab sich, dab die Aktivitiit der unbehandelten alka- 
lischen Lésung stark zuriickgegangen war im Verhiltnis zu der 
Aktivitit des oxydierten Enzyms. Umgekehrt findet man, dab 
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bei py = 6 die nicht vorbehandelte Lisung eine gréSere Aktivitit 
besitzt als die oxydierte. Die Reduktionsversuche an den beiden 
oxydierten Proben gaben in beiden Fallen Aktivierungen auf das 
Doppelte bzw. das Anderthalbfache. 


Ob nun hier wirklich eine einfache Reduktion durch das 
Hydrosulfit eintritt oder ob der Mechanismus der Aktivierung 
verwickelter ist, bleibt noch unentschieden. Es ist wohl méglich, 
daB der durch Zersetzung des Hydrosulfits entstandene Schwefel- 
wasserstoff direkt in das Enzymmolekiil eintritt und die Akti- 
vierung hervorruft. Die Tatsache, da die stirksten Aktivie- 
rungen, die beim Stehen der Reaktionsmischung iiber Nacht im 
evakuierten Rohr erhalten wurden, immer mit dem Vorhandensein 
freien Schwefelwasserstoffs verbunden sind, deutet darauf hin, dab 
nicht das Hydrosulfit selbst, sondern die Zersetzungsprodukte des- 
selben die Aktivierung hervorrufen. Daher wurde eine Knzym- 
lésung mit Schwefelwasserstoff gesittigt und iiber Nacht stehen 
gelassen, dann mit Wasserstoff geliiftet, bis die Lésung keine 
Reaktion auf Schwefelwasserstoff gab, und die Aktivitat gepriift. 
Es ergab sich, daB die H,S-Behandlung eine starke Inaktivierung 
des Enzyms mit sich fiihrte, was méglicherweise auf eine Denatu- 
rierung des Proteins zuriickzufiihren ist. (Herabsetzen des p,,.) 
Nun wurde die Einwirkung von NaSH direkt im Thunberg- 
Versuch untersucht. 0,1 com 0,1 m-NaSH (auf p,, 7,5 gepuffert) 
wurde der gewohnlichen Reaktionsmischung zugesetzt. Folgende 
Zahlen zeigen eine Hemmung an: 


ecm Succinat-Lésung ......... 0,1 0,1 — 
ecm NaSH-Loésung ........... — 0,1 0,1 
Entfairbungszeit, Minuten ...... 15 23 400 


Hier muB die Schwierigkeit betont werden, das Reduktions- 
mittel mit Sicherheit zu entfernen, ohne das reduzierte Enzym 
zu schadigen. Am Enzym etwa anhaftender Schwefelwasserstoft 
wiirde das Methylenblau im Thunberg-Versuch ganz oder teil- 
weise reduzieren und dadurch die Entfirbungszeiten herabdriicken. 
Auch das bei der Liiftung des Hydrosulfits entstandene Sulfit 
reagiert langsam mit Mb (Tabelle, Versuchsreihe 2). Der Akti- 
vierungseffekt ist jedoch sichergestellt durch die Be- 
funde, daB ohne Succinat die Entfirbungszeiten sehr lang 
(etwa 300 Minuten) waren. Auch kleine Acidititsverschiebungen, 
die beim Behandeln des Enzyms bei verschiedenen p,, nach 
Zuriicktitrieren entstanden sein kénnten, wiirden die Effekte 
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hervorrufen kénnen. In der Versuchsreihe 2 war jedoch die 
Succinodehydrase keinen solchen p,-Anderungen unterworfen, 

Geht man davon aus, dab die prosthetische Gruppe der 
Succinodehydrase tatsichlich SH enthalt, so wire zu vermuten, 
daB durch Jodessigsiure eine Hemmung eintritt. Wir fiihrey 
einen diesbeziiglichen Versuch an: 

0,2 ccm 0,1 mol. Jodacetat + 0,1 cem 0,5 mol. Succinat + 0,2 cem 
Succinodehydrase gaben ¢ = 80’. 

Ohne Jodacetat + 0,1 ccm 0,5 mol. Succinat + 0,2 eem Succinodehydrase 
gaben ¢ = 18’. 

Immerhin gestatten, wie wir zusammenfassend sagen wollen, 
einige an Succinodehydrase festgestellte, hier beschriebene 'at- 
sachen, besonders die Hemmbarkeit der Succinodehydrase durch 
Natriumhydrosulfid den Schlu8, daB die Succinodehydrase in ihrem 
prosthetischen Teil eine oder mehrere SH-Gruppen enthiilt, welche 
die Trager ihrer dehydrierenden Higenschaften und ihrer Wechsel- 
wirkung mit Cytochrom sind. 

Die friiher beobachteten Aktivierungserscheinungen der Suc- 
cinodehydrase beim Stehen der Muskelextrakte werden durch die 
oben erwahnten Versuche verstiindlich. Es zeigt sich niamlich, 
daB Muskelextrakte beim Stehen starke reduktive EKigenschaften 
annehmen, was in der zunehmenden Spontanentfarbung im Thun- 
berg- Versuch zutage treten kann. Hs liegt nahe, anzunehmen, dab 
auch die Succinodehydrase durch die Reduktionsprozesse im 
Muskelextrat in stirkerem Ma8e reduktiv beeinfluBt wird. 
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Prostataphosphatase. 
3. Mitteilung. 


Von 


Waldemar Kutscher und Johannes Pany. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 1938.) 


In der 2. Mitt.) iiber diesen Gegenstand wurde iiber Reinigungs- 
versuche an einer tierischen Phosphatase mit saurem p,,-Optimum 
berichtet, welche zu Enzympriparaten von auBerordentlicher Rein- 
heit gefiihrt hatten. Diese Ergebnisse konnten aber nur als vor- 
liufig betrachtet werden, da die gewonnenen Materialmengen so 
geringfiigig waren, daB sie iiber die Feststellung des Reinheits- 
srades hinaus keine weitergehenden Aussagen gestatteten. Um 
aber einen Kinblick in die Natur bzw. die EKigenschaften der von 
allen Begleitstoffen befreiten Phosphatase zu gewinnen, war es 
notwendig, héchstgereinigte Enzymlésungen in groBen Mengen zu 
besitzen. 

Die Darstellung von Enzymliésungen sehr hoher Reinheit war 
uns vor allem aus Kjakulat gelungen; in orientierenden Versuchen 
hatten wir festgestellt, daB man auch aus Prostatadriisen Ferment- 
priparate ihnlich hohen Reinheitsgrades durch den gleichen relativ 
einfachen Vorgang (langdauernde Elektrodialyse) erhalten kann. 
Fiir die weiteren Reinigungsversuche kamen als Ausgangsmaterial 
nur menschliche Prostatadriisen*) in Betracht, die in geniigenden 
Mengen zu beschaffen sind**). Bei dem Versuch, die oben erwihnte 


1) Diese Z. 239, 109 (1936). 

*) Wie H. Wolbergs gefunden hat, sind Prostata und Ejakulat auBer 
beim Menschen nur noch beim Affen auBerordentlich reich an saurer Phos- 
phatase; beim Stier, Hund und einigen anderen Tieren konnten eigentiim- 
licherweise nur ganz geringe Mengen Phosphatase nachgewiesen werden. 

**) Wir danken Herrn Prof. Schmincke, Direktor des hiesigen patho- 
logischen Instituts, sowie Herrn Prof. Teutschlinder, Mannheim, fiir die 
Uberlassung des anfallenden Driisenmaterials. 
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Reinigungsmethode auf groBe Mengen Driisenextrakt einfach 2, 
iibertragen, stieBen wir auf groBe Schwierigkeiten; es zeigte sich, 
daB man nur unter besonders giinstigen Umstiinden (frische blut. 
freie Driisen chirurgischer Provenienz) aus Prostataextrakten durch 
Klektrodialyse Enzymlésungen von gleicher Reinheit wie aus Hja- 
kulat erhalt. Arbeitet man dagegen mit Extrakten aus Leichen. 
material, welche sich in einem verschiedenen Stadium der Auto. 
lyse befinden und gréBere Mengen zersetzten Blutfarbstoffes ent. 
halten, so ist der Reinigungseffekt durch einfache Elektrodialyse 
relativ gering. Ks bedurfte daher einiger Anstrengungen, um cine 
Methode auszuarbeiten, die es gestattet, aus Driisenextraktez 
Fermentlésungen gleich hoher Reinheit wie aus Ejakulat und in 
beliebiger Menge zu erhalten. Im nachfolgenden berichten wir 
tiber unsere Erfahrungen bei der Reinigung von Driisenextrakten, 


I. Reinigungsversuche durch Adsorption und Elution. 


Als erster Schritt bei der Reinigung der Driisenrohextrakte 
[hergestellt nach Diese Z. 239, 123 (1936)] dient die langdauernde 
Elektrodialyse; sie gestattet es, in einfacher und schonender Weise 
den gré8ten Teil der KiweiBkiérper (welche ausfallen und abzentri- 
fugiert werden), zu entfernen. Der dadurch erzielbare Reinigungs- 
effekt ist aus der Tab. 1 zu ersehen: 


Tabelle 1. 
Rohextrakt 48 Stunden lang der Elektrodialyse unterworfen; Stromstiirke 
bei Beginn etwa 40 Milliamp., am Ende 2 Milliamp. Alle Werte gelten 
fiir 1 cem Extrakt, Fermentwert wie iiblich in mg P pro mg Trockengehalt. 








| Aktivitiit Fermentwert 








Trockengehalt 





Glihriickstand 





Rohextrakt.... 
Elektrodial. Extrakt 


49,5mg P 34,3 mg 2,01 mg 1,44 
72,8mg P 


3,6 mg 0,13 mg 20,2 








Man erhilt auf diese Weise Enzymliésungen mit einer Akti- 
vitit von 9—25 mg P/mg Trockengehalt, die nur noch sehr wenig 
Elektrolyte enthalten; das entspricht einer Reinigung auf das 
10—14fache. Das begleitende KiweiB ist zu 85—89°/, entfernt 
worden. Die elektrodialysierten Driisenextrakte sind intensiv rot- 
braun gefairbt und enthalten immer noch eine groBe Menge in- 
aktiver Beimengungen, was schon aus einem Vergleich ihres 
Fermentwertes mit demjenigen der elektrodialysierten HKjakulat- 
priiparate zu entnehmen ist. 
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Wir versuchten nun diese Extrakte mit Hilfe der klassischen 
Enzymreinigungsmethode, mittels Adsorption und Elution zu 
reinigen. Als Adsorptionsmittel wahiten wir Al(OH), 7, welches 
unter verschiedenen anderen Adsorbentien noch die giinstigsten 
Resultate gegeben hatte. 


Aber auch die Verwendung von Al(OH), fiihrte zu ganz un- 
iibersichtlichen Ergebnissen. Wir sahen uns daher veranlaft, 
systematisch die Bedingungen zu untersuchen, unter denen eine 
Adsorption bzw. Elution der Prostataphosphatase erfolgt, wobei 
wir uns weitgehend der Methodik bedienten, die von Willstitter 
und seiner Schule?) ausgearbeitet wurde. Nachstehend geben wir 
einige von unseren zahlreichen Versuchen wieder, die zur Be- 
urteilung des allgemeinen Verhaltens der Phosphatase bei der 
Adsorption geeignet erscheinen. 


Rohextrakt aus Driisenbrei und zum Vergleich dazu Kjakulat, mit destil- 
liertem Wasser 1:4 verdiinnt, wurden mit Al(OH), adsorbiert und mit m/2-Citrat- 
puffer eluiert (methodischer Teil). Die Aktivitiéit beider Lésungen war etwa 
gleich groB. Das Ergebnis ist in der Tab. 2 wiedergegeben. 


Tabelle 2. 
Aktivitit der Ejakulatphosphatase: 130 mg P/cem, 
Aktivitiit des Prostataextrakt: 97,2 mg P/cem, 
die Werte bedeuten mg P/cem bzw. °/, der Enzymaktivitit 
in der Restlésung bzw. im Eluat. . 





























Prostataextrakt Ejakulat 

| Restlésg. a P eluiert | °/, Restlésg. | °/ eluiert | °/, 
i cem Al(OH), | 90,0 92} 9,2 |10 114 |88] 16,1 | 12,4 
2cem ALOH),| 96,2 Jetwa99} 11,3 ]12,5] 114,38 [88] 6,2 | 4,7 

















Wie man sieht, wird die Phosphatase aus den Rohextrakten 
kaum adsorbiert, eine Erscheinung, die auch bei anderen Phos- 
phatasen gemacht wurde; so laBt sich z. B. die alkalische Phos- 
phatase in Rohextrakten aus Nierenbrei auch nicht an Tonerde 
adsorbieren °), 

Ganz anders sind die Verhiltnisse, wenn man mit den 
durch Elektrodialyse vorgereinigten Driisenextrakten arbeitet, 
die etwa 10mal reiner sind als die in den Versuchen der Tab. 2 
verwendeten Rohextrakte. In orientierenden Versuchen hatten 


?) H. Kraut, Oppenheimer, Die Fermente, Bd. 3, S. 445. 
*) H. u. E. Albers, Diese Z. 252, 170 (1935). 
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wir die Feststellung gemacht, daB hier die Phosphatase jy 
schwankender Ausbeute z. I. aber recht kraftig an Tonerde 
adsorbiert wird. Durch Analyse des Adsorptionsverhaltens be. 
absichtigten wir eine praktisch verwertbare Reinigungsmethode 
auszuarbeiten, um aus den leicht erhialtlichen Driisenextraktey 
beliebige Mengen von Fermentlésungen héchster Reinheit zu er. 
halten. Die Aufnahme einer Adsorptionskurve (a. a. 0.7) ergah 
den fiir einen Stoff in benachteiligter Konzentration typischen 
Verlauf (Fig. 1), was erfahrungsgemiB fiir den Reinigungseffekt 











7. 
6r 7 : 
i | 
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qt c - mg P/ccin Restlosung 
a er 





1 
35 37 39.47 43 45 
——> C ——> 
Fig. 1. 


der Adsorption nicht giinstig ist. Es war aber zu versuchen, 
durch fraktionierte Adsorption oder durch andere MaSnahmen 
eine Verschiebung des Verteilungsverhiltnisses zugunsten des 
Enzyms herbeizufiihren. Hierbei zeigte es sich, daB es in 
unserem Fall wichtig ist, das Verhiltnis der angewandten ‘Ton- 
erdemenge zu dem Trockengehalt der Fermentlésung zu _be- 
achten, zu welchem Zweck wir den Ausdruck 


a Al(OH), in mg 


“Trockengehalt in mg_ 
verwenden, welcher uns angibt, welches Vielfache des Ferment- 
trockengehaltes an Tonerde fiir die Adsorption einer bestimmten 
Fermentlésung verwendet wurde. In der Tab. 3 geben wir 2 Bei- 
spiele fiir die Adsorption der Prostataphosphatase aus elektro- 
dialysierten Driisenextrakten verschiedenen Reinheitsgrades; fiir 
jedes (4) ist die Menge der adsorbierten Enzymaktivitat in Prozent 
der urspriinglichen angegeben, sowie die ,,Adsorptionswerte“ * 
(A.W.) berechnet, wobei wir es vorziehen, die vom Adsorbens 





*) R. Willstitter u. Racke, Liebigs Ann. 425, 1 (1921); R. Will- 
stitter u. W. Wassermann, Diese Z. 123, i81 (1922). 
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Prostataphosphatase. 


aufgenommene Enzymmenge (in mg P, fiir Trockengehalt in mg) 
fir je 1 mg Al(OH), (statt definitionsgemaf fiir 1 g) anzugeben: 


Tabelle 3. 


Versuch 1: Fermentlésung: Fermentwert 20,2 mg P/mg Trockengehalt, 
Fermentaktivitit pro cem 73 mg P, 
Trockengehalt pro cem 3,6 mg. 








0,52 1,03 2,07 


() er a ae eee 
VAL 

ee. a ae a oe 28,8 /, 48,2 °/, 92,5 °/, 
BE a a ee eae Oe 10,9 9,4 9,0 
Versuch 2. Fermentlésung: Fermentwert ... . . 6,9mgP/mg T¢g., 


Fermentaktivitit procem 62 mg P, 
Trockengehalt procem. 9mg. 


Die Werte fiir den Trockengehalt bedeuten mg adsorbiert pro ccm; 
verdiinnt = nach 10 facher Verdiinnung. 

















Qu 0,3 0,5 0,75 1,0 
: “Late tese J direkt 27,7 35 /, 37,5, | 42,5 %/, 
Fermentaktivitat verdiinnt 28,7°/, | 382,3%, | 42,7% | 36,0°%, 
a ee direkt 2,35 3,00 4,75 6,00 
Trockengehalt lien 2,20 2,92 4,08 4,60 
Adsorptionswerte fiir obigen Versuch: 
Direkt Fermentaktivitit 6,37 4,84 3,44 2,92 
Trockengehalt 0,87 0,67 0,70 0,67 
Verdana Fermentaktivitit 6,6 4,4 3,9 2,5 
Trockengehalt 0,81 0,65 0,61 0,51 


Beide Versuche zeigen deutlich wie stark das Ausmaf der 
fermentadsorption von dem Verhiltnis Q,; abhingt; aus zwei 
Priparaten von sehr verschiedenem Reinheitsgrad werden bei 
cleichem Qa, annihernd gleiche Anteile der Fermentaktivitit 
adsorbiert. Wiirde man aber beim Vergleich das Verhiltnis der 
angewandten Menge Al(OH), zum Trockengehalt auBer acht 
lassen, So wiirde beim Praparat des Versuchs 1, das etwa so aktiv 
ist wie das des Versuches 2 (73 mgP bzw. 62 mgP) aber nur etwa 
'/, des Trockengehaltes enthilt, mit der gleichen Menge Al (OH), 
viel héhere Adsorptionen bekommen, z. B. 6,7 mg Al(OH),/ccm 
(= (41 0,75 Versuch 2) adsorbieren in Versuch 2 etwa 40°/,, in 
Versuch 1 dagegen (= Qa; 2,0) etwa 90°/, der Fermentaktivitit. 
Analysiert man das Adsorptionsverhalten genauer (wie es z. B. im 
Versuch 2 gezeigt ist) so findet man, daB die A.W. fiir die Ferment- 
aktivitiit mit steigender Tonerdemenge fallen, wihrend gleichzeitig 
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in zunehmendem MaB8e Verunreinigungen mitadsorbiert werden 
und zwar annahernd proportional mit der angewandten Menge 
Al (OH), (A.W. fiir den Trockengehalt). Ein Reinigungseffekt trit; 
also nur bei Anwendung von sehr geringen Mengen Al (OH), auf, 
der aber praktisch bedeutungslos ist, weil bei diesem Qa) kaum 
1/, der Fermentaktivitit adsorbiert wird; immerhin sind die ad. 
sorbierten Fermentmengen grof genug, um eine ,,Voradsorption* 
zur Entfernung eines Teils der Begleitstoffe unter Vernachlassigung 
kleiner Fermentverluste unméglich zu machen. Bei héherem (),, 
tritt eine etwas gréBere Reinheitsteigerung in demjenigen Ferment- 
anteil ein, der in der Restlésung zuriickbleibt, was aus den fallenden 
A.W. fiir die Fermentaktivitit bei gleichbleibenden A.W. fiir den 
Trockengehalt zu entnehmen ist. Aber auch dieser Weg erwies 
sich als ungangbar, da auch hier groBe Fermentverluste in Kauf 
genommen werden muBten. 

Wir versuchten nun einen besseren Reinigungseffekt durch 
Variation der Anfangskonzentration des Ferments zu erreichen. 
Bekannt ist ja das Beispiel des Invertin, bei welchem Will- 
statterc.s.°) durch Verdiinnen eine Steigerung der A.W. und 
und eine erhebliche Verbesserung des Reinigungseffektes erreichite, 
Bei Stoffen benachteiligter Konzentration (wie in unserem Fall) 
erwies es sich allerdings meistens als giinstiger aus konzentrierteren 
Lésungen zu adsorbieren (Beispiele dafiir a. a. O.; 2, S. 473). Um 
den Einflu8 der Anfangskonzentration auf die Adsorption zu 
studieren, fiihrten wir unter sonst gleichen Bedingungen einen 
Parallelversuch (in der Tab. 3 gleichfalls wiedergegeben) zu dem 
Versuch 2 aus, bei dem die Fermentlésung auf das 10 fache ver- 
diinnt worden war. Wider Erwarten trat praktisch keine Anderung 
in der Adsorption des Ferments ein: es wurden etwa die gleichen 
prozentischen Anteile an Ferment adsorbiert und die A.W. fiir 
die Fermentaktivitit stimmten weitgehend mit den fiir den un- 
verdiinnten Versuch errechneten iiberein; nur die A.W. fiir den 
Trockengehalt zeigten eine leicht fallende Tendenz. Nach dem 
Ausfall dieses Versuches war eine Verbesserung des Reinigungs- 
effektes durch Variation der Anfangskonzentration nicht zu er- 
warten. 

Wir iibergehen weitere Versuche in dieser Richtung und er- 
wihnen nur, daB die Ergebnisse obiger Adsorptionsanalysen in 
bester Ubereinstimmung mit zahlreichen Versuchen standen, bei 


‘) R. Willstitter u. W. Wassermann, Diese Z. 123, 185 (1922). 
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rden — denen wir empirisch eine Adsorption und Elution unter ver- 
enge — schiedenen Bedingungen durchfiihrten: das Ergebnis war stets, daf 
trit, [ bei hohem Qa; (und damit ausreichendem Adsorptionsgrad) keiner- 
auf, — lei Reinheitssteigerung eintrat, wihrend bei niedrigem Qa; (1 und 


aum kleiner) ein relativ geringer Reinigungseffekt mit groBen Ferment- 
ad- — yverlusten oder sehr umstindlicher Methodik erkauft werden muBte. 
ion“ AnschlieBend geben wir unsere Versuche iiber das Verhalten 
ring [fF der Prostataphosphatase bei der Elution wieder. Die in der Enzym- 
(4 — chemie am hiufigsten verwendete Elutionsart beruht auf der Ande- 
ent. rung im p,, wobei man auf den fiir das betreffende Enzym er- 
den triiglichen p,-Bereich beschrankt ist. In unserem Fall waren 
den —& daher nur Pufferlésungen vom p,, 4 bis 6 anwendbar. Die besten 
vies | Resultate erhielten wir mit dem Sdérensenschen Citratpuffer; 
‘auf —F nach 2maliger Elution mit einer Puffermenge, die jeweils dem 
halben Volumen der zur Adsorption verwendeten Fermentlisung 
ch —F entsprach, war die bestmégliche Ablésung des Enzyms erreicht. 
ien. — Beide Eluate wurden vereinigt und darin die Fermentaktivitat 
ill- bestimmt, die auf diese Weise direkt mit der Aktivitit der ur- ‘ 
und — spriinglichen Fermentlésung verglichen werden konnte. 
= Tabelle 4. 


Elektrodialysierter Driisenextrakt mit einer Aktivitit von 72,8 mg P/ecm. Die 




















ren 

; oberste Spalte gibt die adsorbierten Fermentmengen (errechnet aus der Akti- 

Um ey , ; 

| vitit der Restlésung), die anderen die eluierten Fermentmengen in mg P/ccm 

Zul wieder; Elution unter Variation des py und der Pufferkonzentration. 

len _ 

em Qa) 0,5 1,0 2,0 

iii a ™ 

ing Adsorbiert 21,0 35,2 67,6 

en m/2 22,2 35,2 35,7 

Fi Du 4 | m/10 14,6 15,3 6,15 

ur m/100 13,7 16,4 — 

el m/2 19,3 27,4 30,0 

en Dy D m/10 13,8 21,8 17,2 

em m/100 10,2 12,6 4,0 

15s m/2 27,4 42,8 50,6 

oy. Pa 6 m/10 24,8 39,2 45,6 

m/100 14,7 25,6 20,8 

er Auch im Falle der Prostataphosphatase ist der EinfluB des 

In p,, auf die Elution deutlich, besonders bei p,, 6, d. bh. nach der 

el alkalischen Seite des mutmaBlichen isoelektrischen Punktes (p,, 4,4, 
vgl. Kurve der Ionenbeweglichkeit). EKigentiimlicherweise war aber 
die Pufferkonzentration von noch viel gréBerem HinfluB; durchweg 
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eluierten die konzentrierten Liésungen besser als die verdiinnten, 
Die Ablésung des Fermentes erfolgt also in der Hauptsache durch 
eine Verdriingung desselben ven der Adsorbensoberfliche, wobe; 
die Méglichkeit einer chemischen Umwandlung des Al(OH), {wie 
sie bei Elution mit Phosphat®) beobachtet wurde] nicht aus. 
zuschlieBen ist, wenn auch unserer Ansicht nach nicht wahr. 
scheinlich, da der ganze Vorgang der Elution sehr schnell statt- 
findet (methodischer Teil). Das ist wohl auch die Erklarung fiir 
die Erscheinung, daB das Tonerdeadsorbat mit destilliertem Wasser 
ausgewaschen werden kann ohne da8 merklich Ferment heraus- 
gelist wird, nicht aber mit Pufferlésungen von anndhernd neutralem 
Py die gut eluieren. 

Wenn auch nach dem bisher Dargelegten die Adsorption als 
Reinigungsmethode fiir die elektrodialysierten Driisenextrakte un- 
brauchbar ist, so kann sie doch zur weitergehenden Reinigung 
von Phosphataselésungen des Reinheitsgrades der elektrodialy- 
sierten Kjakulatextrakte (Fermentwert etwa 100—250 mg P statt 
9—25 mg P bei den Driisenextrakten) verwendet werden. Unsere 
ersten Versuche in dieser Richtung schlugen vdllig fehl, da wir 
eine im Vergleich zu dem geringen Trockengehalt dieser Enzym- 
lésungen zu groBe Tonerdemenge verwendeten. Die Phosphatase 
wurde fast vollstindig adsorbiert, aber eine Reinheitssteigerung 
war nach der Elution nicht zu verzeichnen, da praktisch die ge- 
samte ‘T'rockensubstanz der Enzymlésung an Al(OH), adsorbiert 
worden war und nachher ebenso eluiert wurde. Erst nach der 
Beriicksichtigung des Verhiltnisses (4; waren die Ergebnisse der 
Reinigungsversuche besser. Bemerkenswert ist, daB die elektro- 
dialysierten Kjakulatlésungen sich allgemein sehr gut adsorbieren 
lassen, viel besser als alle bisher besprochenen Lisungen der 
Prostataphosphatase, woriiber die Tab. 5 einige Beispiele bringt. 


Tabelle 5. 


Fermentwert in mg P/mg Trockengehalt; Adsorptionsgrad = adsorbierte 
Fermentaktivitit in °/, der angewandten Fermentaktivitiit. 





Pormontwert. .. 2.5555 140 96 146 85 
Serre se 0,8 0,8 2,3 2,3 
Adsorptionsgrad ....... 72 87,5 100 94,5 


AnschlieBend 2 Beispiele fiir den Reinigungseffekt nach Adsorption 
bei verschiedenem 4): 


6) H. v. Euler u. E. Erikson, Diese Z. 128, 9 (1923). 
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1. Versuch. Adsorption bei Q,) = 2,3. 

20 cem elektrodialysierte Ejakulatlésung wurden mit der entsprechenden 
Menge Al(OH),-Suspension geschiittelt und das abzentrifugierte Adsorbat 
8mal mit je 10 cem m/2-Citratpuffer py, 6 eluiert; die vereinigten Eluate 
wurden durch Druckdialyse vom Puffer befreit (8maliges Abpressen der 
Flissigkeit bis zur Trockne unter jedesmaligem Wiederauffiillen mit destil- 
liertem Wasser; zuletzt zur Aktivitits- und Trockengehaltsbestimmung auf 
das Volumen der verwendeten Enzymlésung aufgefiillt). 

Ergebnis: Fermentwert vor der Adsorption. . 85 mg P/mg Trock.-Geh. 
* nach ,, - . . 16,4 mg P/mg Trock.-Geh. 
d.h. keine Reinheitssteigerung. 

2. Versuch. Adsorption bei Q,, = 0,8. 

Arbeitsweise wie unter 1., nur da (entsprechend @Q,, 0,8) eine ge- 
ringere Al(OH),-Menge angewandt wurde. 

Ergebnis: Fermentwert vor der Adsorption. . 140mg P/mg Trock.-Geh. 
* nach ,, * . . 485mg P/mg Trock.-Geh. 


d. h. eine Reinheitssteigerung auf das 3,5fache. 

Diese 2 Beispiele zeigen besonders deutlich den erheblichen 
Nutzen, den man aus der Beriicksichtigung des Verhiiltnisses Q 4) 
ziehen kann. . 

Versucht man nun sich eine allgemeine Vorstellung iiber 
das verwickelte Verhalten der Prostataphosphatase bei der Ad- 
sorption zu machen, so gewinnt man durch Vergleich der Tab. 2, 
3 und 5 den Eindruck, daB das Enzym sich um so besser ad- 
sorbieren liBt, in je gréBerer Reinheit es vorliegt: Rohdriisen- 
extrakt, elektrodialysierter Driisenextrakt, und elektrodialysierter 
Kjakulatextrakt stellen ja Fermentlésungen steigender Reinheit 
dar, wobei die héhere Reinheitsstufe gegeniiber der niedrigeren 
jeweils etwa 10mal reiner ist. Dem entspricht eine auBerst ge- 
ringe Adsorption bei der niedrigsten Reinheitsstufe (Tab. 2), miBige 
Adsorption bei der mittleren (Tab. 3) und sehr gute Adsorption 
bei der héchsten Reinheitsstufe (Tab. 5). Dazu muB man aller- 
dings die Werte der Tab. 3 und 5 bei gleichem Qa) vergleichen, 
denn bei zu groBem AlOH),-Uberschu8 wird auch in den elektro- 
dialysierten Driisenextrakten fast alles adsorbiert. Etwas unsicher 
bleibt in dieser Beziehung nur das Verhalten der Rohextrakte, 
da hier der Vergleich auf die mittleren und héheren (Q,4)-Werte 
wegen technischer Schwierigkeiten beim Abzentrifugieren des Ad- 
sorbats usw. nicht ausgedehnt werden kann. 

Ks wire also naheliegend, das Verhalten der Prostataphos- 
phatase bei der Adsorption dadurch zu erkliren, daB das Enzym 
durch ebenfalls gut adsorbierbare Begleitstoffe in gréBerem oder 
geringerem AusmaBe yon der Oberfliiche des Adsorbens verdringt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLY. 12 
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wird. Demnach wiirden zwischen dem Ferment und den Begleit- 
stofien keinerlei Bindungen bestehen und die gréBere oder ge. 
ringere Adsorption (in Abhangigkeit vom Reinheitsgrad) wire eiy 
Ausdruck fiir eine Konkurrenz beider Teile um das Adsorbens, 
Wir geben aber einer anderen Annahme den Vorzug: wir ver. 
muten, daB die Adsorbierbarkeit der sauren Phosphatase ap 
Al(OH), nicht eine Higenschaft des Enzymmolekiils selbst ist, 
sondern eines gegentiber der Phosphatase in relativ groBer Menge 
vorkommenden Begleitstoffes, der mit einer Affinitat zum Fer. 
mentmolekiil behaftet ist und bei seiner Bindung an die Tonerde 
die Phosphatase mitnimmt. In den relativ unreinen Ferment. 
praparaten (z. B. in den Rohextrakten) kommen daneben wohl 
auch groBe Mengen anderer Verunreinigungen vor, von Eiweif- 
kérpern, die in keiner Beziehung zum Ferment stehen. In diesem 
Stadium mag die Konkurrenz um die Adsorbensoberflaiche wohl 
auch eine Rolle spielen. Im Laufe der Reinigung wird aber dieser 
Begleitstoff stark angereichert; daher wird wohl in den elektro- 
dialysierten Fermentlésungen das Verhalten der Phosphatase gegen- 
itiber Al(OH), im wesentlichen durch die Kigenschaften des Kon- 
plexes Ferment—Koadsorbens bedingt sein. 

Im Sinne obiger Annahme ist wohl die starke Abhingigkeit 
des Adsorptionsgrades von der Menge des Al(OH),, sowie der 
Elution von der Konzentration des Puffers zu deuten, die in den 
elektrodialysierten Driisenextrakten besonders deutlich in Kr- 
scheinung tritt. Denn fiir eine spezifische Adsorption des Fer- 
mentes selbst miiBten die kleinsten Mengen an Al(OH), geniigen, 
da die absolute Menge des Fermentes gegeniiber derjenigen der 
Begleitstoffe verschwindend gering sein wird und eigentlich nicht 
die Ursache fiir eine so starke Konzentrationsabhingigkeit der 
Adsorption und Elution sein kénnte. EKinen Beweis fiir unsere 
Annahme sehen wir aber vor allem in dem Ausfall von Versuchen, 
welche unternommen wurden, um die elektrodialysierten Ejakulat- 
priparate durch mehrfache Adsorption und Elution bis zum 
héchsten erreichbaren Reinheitsgrad zu reinigen. DaB der durch 
Elektrodialyse erreichte Reinheitsgrad noch einer betriichtlichen 
Steigerung fahig ist, war schon friiher (a. a. O. 1) vermutet worden, 
denn wir machten die Beobachtung, dali bei langdauernder Elektro- 
dialyse ohne Durchmischen der Fermentlésung mit einem Riilr- 
werk eine starke Abnahme des Trockenriickstandes eintritt, wiib- 
rend die Fermentaktivitit praktisch konstant bleibt. Es tritt also 
eine weitere Reinigung dadurch ein, da8 ein inaktiver Begleitstoti 
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an einer der Membranen festgehalten wird. Der S. 177 wieder- 
gegebene Versuch zeigt nun, daf diese Vermutung richtig ist: 
durch 1malige Adsorption bei @ 4, 0,8 wurde eine 3,5fache Rein- 
heitssteigerung gegeniiber der einfachen Elektrodialyse erreicht. 
Wir wiederholten daher diesen Versuch mit den geringen uns 
zur Verfiigung stehenden Mengen an elektrodialysierter Ejakulat- 
phosphatase und geben im nachfolgenden das Ergebnis wieder: 


1. Versuch. 64 cem einer Phosphataselésung (Trockengehalt 
1,7 mg/eem) wurden wie 8. 177 adsorbiert (Q,, 0,8), eluiert und vom Puffer 
befreit. Es wurden adsorbiert 87,5°/,, eluiert 76°/, von der Aktivitit der 
Ausgangslésung: 

Fermentwert vor der Adsorption . . . . . 96mg P/mg Trock.-Geh. 
‘ nach ,, * . . .. . 845 mg P/mg Trock.-Geh. 
Reinigungseffekt 3,6fach; A.W. 105. 

70 eem dieser Lésung (Trockengehalt 0,5 mg/ccm) wurden einer zweiten 
Adsorption (Q,, 1,0) unterworfen: diesmal wurden 29°/, adsorbiert und nur 
etwa 4—6°/, eluiert (trotz 4maliger Elution). Beim zweiten Mal blieben also 
etwa 71°/, der Phosphatase in der Restlésung, trotz hdherem Q,,; adsorbiert 
wurden diesmal gréBtenteils inaktive Begleitstoffe, denn der Fermentwert 
der Restlésung stieg um das 1,35fache auf 467 mg P/mg Trockengehalt. 
Wegen Materialmangel (es waren nur noch 8 mg Substanz tibriggeblieben) 
konnten keine weiteren Reinigungsversuche angeschlossen werden. 

Ein weiterer Versuch fiel weniger klar, doch im Prinzip gleichartig aus: 

2. Versuch. 35 cem einer Phosphataselésung vom Trockengehalt 
1,8 mg/eem wurden wie oben adsorbiert (etwa 81°/,) und eluiert (= 71,5°/,). 

Fermentwert vor der Adsorption . ... 73,5 mg P/mg Trock.-Geh. 
" nach ,, 4 . . . . 193 mg P/mg Trock.-Geh. 
Reinigungseffekt 2,6fach, A.W. 64. 
20 cem dieser Enzymlésung (Trockengehalt 0,56 mg/cem) wurden bei 
(),, 0,7 ein zweites Mal adsorbiert (68°/,) und eluiert (45°/,). 
Fermentwert vor der Adsorption ... . 193 mg P/mg Trock.-Geh. 
. nach ,, ‘i . . . + 252 mg P/mg Trock.-Geh. 
Reinigungseffekt 1,3fach, A.W. 132. 


Eine dritte Adsorption konnte leider wegen Materialmangel (nur ncch 
4mg Substanz) nicht ausgefiihrt werden. 

Alle Versuche wurden kurz hintereinander und mit ein und derselben 
Al(OH),-Suspension ausgefiihrt. 

Wie der erste Versuch besonders deutlich zeigt, nimmt der 
Adsorptionsgrad (= adsorbiertes Ferment in Prozent) mit zu- 
nehmender Reinheit des Fermentes stark ab; diese Erscheinung 
ist im zweiten Versuch weniger deutlich, doch beruht das offenbar 
darauf, daB kein so hoher Reinheitsgrad erreicht worden war. 
Die gleiche Abnahme des Adsorptionsgrades mit fortschreitender 


Reinheit finden wir aber auch, wie spiter gezeigt werden soll, 
12* 
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bei den maximal gereinigten Prostataextrakten, die sich kaum 
noch adsorbieren lassen. Diese Tatsachen werden am besten 
durch nachfolgende Zusammenstellung aller bei den gereinigten 
Phosphataselésungen gemessenen Adsorptionsgrade und A.W, 
illustriert. 


























Tabelle 6. 

Kjakulatphosphataselésungen verschiedener Reinheit (Q,, 1,0). 
Fermentwert mg P/mg Trock.-Geh. | 73,5 | 96 140 193 345 
Adsorptionsgrad in %, ...... 80 87,5 | 71,5 68 27,6 
Adsorptionswert. ...... + Oo 105 129 132 70 

Prostataphosphataselésungen verschiedener Reinheit (Q,, 0,7). 
Fermentwert mg P/mg Trock.-Geh. | 6,9 | 20,2 | 68,5 | 1225] 220 
Adsorptionsgrad in °/),...... 35 37 16,5 | ca. 9,5 | ca. 5 
Adsorptionswert. ........ 3,4] 10 15,8 16,7 18,1 

















Wihrend der Adsorptionsgrad im Laufe der Reinigung stark 
absinkt, nehmen die Adsorptionswerte bis zu einem Héchstwerte 
zu, der fiir HKjakulatextrakte etwa 130 und fir Driisenextrakte 
etwa 16—18 betragt, und der bei weiterer Reinigung sogar ab- 
sinken kann. Das starke Absinken des Adsorptionsgrades wird 
wohl am einfachsten dadurch erklirt, daB mit fortschreitender 
Reinigung ein Co-Adsorbens entfernt wird, das fiir die Bindung 
der Phosphatase an Al(OH), verantwortlich war. Auffallend ist 
der groBe Unterschied zwischen Ejakulat- und Driisenextrakten, 
besonders in den Adsorptionswerten. Da es sich in beiden Fallen 
um das gleiche Ferment handelt (was sich aus den anatomischen 
Gegebenheiten, wie auch aus der Ubereinstimmung im p,,-Optimum 
und in den iibrigen Eigenschaften ergibt) so halten wir uns fiir 
berechtigt auch in dieser Tatsache eine Stiitze fiir die obige Aut- 
fassung zu sehen. Denn wenn man annehmen wiirde, daf die 
A.W. eine spezifische Eigenschaft des Ferments selbst ausdriicken, 
dann sollte man eigentlich erwarten, daB die A.W. der Prostata- 
extrakte — zu mindesten bei den hohen Reinheitsgraden — sich 
stark denjenigen der Kjakulatlésungen nihern miiften; dies ist 
aber sicher nicht der Fall. Wird aber die Bindung des Fermentes 
an Al(OH), erst durch ein Co-Adsorbens erméglicht, dann werden 
Schwankungen in der Menge dieses Stoffes, die Beeinflussung 
seiner Adsorption durch andere Stoffe u. a. m. von gréS&tem EKin- 
flu8 auf die Hébhe der A.W. in Fermentlésungen sein, die aus 
verschiedenem Ausgangsmaterial gewonnen wurden. Was der eigent- 
liche Grund fiir den grofen Unterschied in den A.W. ist, vermégen 
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wir nicht zu sagen und es ist auch in unserem Zusammenhang 
nicht wesentlich, Man mu8 hier in Betracht ziehen, dab im Kja- 
kulat ein spezifisch zusammengesetztes Sekret mit relativ wenigen, 
charakteristischen Bestandteilen vorliegt, wihrend die Driisen- 
extrakte zufallige Gemische sind, deren einer Bestandteil das Pro- 
statasekret mit seiner Phosphatase usw. ist, in denen aber daneben 
in viel gréBerer Menge andere EKiweifkérper aus dem Gewebe 
der Driise sowie aus den Blutbeimengungen vorkommen, die 
iiberdies noch durch den Vorgang der Autolyse mehr oder weniger 
stark verindert werden. Dies alles wird den AdsorptionsprozeB 
naturgemiB wesentlich beeinflussen. 


II. Versuche zur Eiwei8natur der Phosphatase. 


Ausgehend von den vorstehend geschilderten Beobachtungen 
versuchten wir durch Einwirkung proteolytischer Fermente eine 
Anderung der Kigenschaften des vermuteten Co-Adsorbens bzw. 
der iibrigen inaktiven Begleitstoffe zu erreichen in der Erwartung 
dann auch eine Anderung im adsorptiven Verhalten des Fermentes 
zu erreichen; auBerdem war es interessant zu erfahren, wie das 
Ferment selbst sich gegeniiber der Einwirkung einer Proteinase 
verhalten wiirde. Wegen der p,-Stabilitét der Phosphatase war 
unter den verschiedenen Proteinasen nur das Papain brauchbar, 
von dem wir ein besonders hochaktives Priiparat verwendeten. 
In der Tab. 7 haben wir alle ausgefiihrten Versuche zusammen- 
gestellt; Papainmenge, Dauer der Proteolyse sowie die Konzen- 
tration des Trockengehalts der Fermentlésung wurden variiert; 
die letzte Spalte gibt die Phosphataseaktivitiit nach der Proteolyse 
in °/, der urspriinglichen wieder. 


























Fermentwert mg P/mg Trock.-Geh. | 8,86} 5,8 6,76} 15,1 | 10 4 15,1 
Gesamttrockengehalt mg .. . . 69 1920 | 1728 324 | 348 | 32,4 
Papainmenge mg... ... . - |2—10] 200 | 200 | -500 | 500 | 170 
Dauer der Proteolyse. ..... {| 245 | 245] 245] 245 | 24>] 48> 
Phosphataseaktivitiit °),. . .. . | 100 | 100 70 80 | 100] 58 


Die an die Proteolyse angeschlossene Adsorption hatte kein 
tir die Reinigung brauchbares Ergebnis. Von Interesse ist aber 
die Feststellung, daB das Ferment selbst entweder gar nicht oder 
nur sehr schwer durch die Proteinase angegriffen wird. Bei 
24 stiindiger Papaineinwirkung (im Parallelversuch war eine gleiche 
oder auch gréBere Menge Fibrin véllig aufgelist) tritt nur selten 
eine Abnahme der Phosphataseaktivitit ein, die aber auch durch 
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andere nebensachliche Umstinde bedingt sein kann. Nur bei er- 
heblich lingerer Proteolyse (48 Stunden und mehr) beobachteten 
wir eine sichere mehr oder weniger starke Abnahme der Phos- 
phataseaktivitit; eine véllige Vernichtung derselben trat allerdings 
auch unter diesen Bedingungen nicht ein. Durch Druckdialyse 
stellten wir gleichzeitig fest, daB keine wesentliche Teilchen- 
verkleinerung eingetreten sein konnte, da die gesamte Ferment- 
aktivitit nach wie vor undialysabel blieb. Es erscheint uns aber 
nicht zulassig, aus diesen Befunden den Schlu8B zu ziehen, daf 
Eiwei8 am Aufbau der Prostataphosphatase nicht beteiligt sei, 
Denn die Widerstandsfihigkeit der phosphatatischen Aktivitiit 
gegen proteolytische Fermente kann auch z. B. darauf beruhen, 
daB die der Phosphatase zugehérige KiweiBmenge im Vergleich 
zu den BallasteiweiBkérpern zu gering ist und damit sich unter- 
halb derjenigen Substratkonzentration befindet, bei der noch eine 
Reaktion zwischen Proteinase und Hiweif eintritt. Ein Befund 
dieser Art wurde von EKadie®) bei der Hydrolyse von Stirke 
durch Malzamylase erhoben, wo bei einer Substratkonzentration 
von 0,03°/, keine Hydrolyse mehr stattfand. Ks ist uns allerdings 
nicht bekannt, ob ahnliche Beobachtungen bei Proteinasen ge- 
macht wurden. Wie aber im nachfolgenden gezeigt werden soll, 
muf mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen werden, dai 
auch am Aufbau der sauren Phosphatase bzw. ihres kolloiden 
Tragers ein Stoff von Proteincharakter beteiligt ist. 


In diesem Sinn sprechen Kataphoreseversuche, welche wir 
mit dem von Theorell’) angegebenen Apparat ,,fiir Untersuchungs- 
zwecke* an einem Praparat von durch Elektrodialyse gereinigter 
Hjakulatphosphatase durchfiihrten. Die Bestimmung der [onen- 


Legen 


beweglichkeit, welche nach der Formel u = —— in der iiblichen 


Weise berechnet wurde, fiihrten wir bei verschiedenen p,,-Werten 
durch; die Ergebnisse werden hier durch Kurve und Tabelle*) 
dargestellt. 





6) Biochemie. J. 20 1016 (1926). 
} Biochem. Z. 275, 1 (1934). 
*) Wir verzichten darauf alle experimentellen Daten, die der Berechnung 


von w zugrundegelegen haben, wiederzugeben, da die dafiir geltenden 
Regeln nunmehr allgemein bekannt sein diirften. Es sei nur hervorgehoben, 
da8 wir sorgfiltig darauf achteten, daB die der Berechnung des Mittelwertes x 
zugrunde liegenden Werte x, und 2, fiir die Wanderung auf der Anoden- 
bzw. Kathodenseite keine zu groBen Differenzen zeigten. 
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Tabelle 8. 


Mit Ausnahme des ersten Wertes (Veronalpuffer) wurden alle anderen 
Werte in m/100-Citratpuffer gemessen. 








pa: ss + | 7,08: | 6,20 | 5,95 | 565 | 5,85 | 5,83 | 5,03 
}412 | +9,5 | + 9,10 | + 8,10 | + 7,26 | + 7,07 | + 5,16 








470 | 4,43 | 4,22 | 4,15 | 3,96 | 3,80 | 3,70 
10-5 “| + 2,64 | + 0,01 | — 2,50 | — 2,98 | — 5,53 | — 8,78 | — 16,5 





























Die Kurve der Ionenbeweglichkeit ist die typische Kurve 
eines amphoteren Elektrolyten mit einem isoelektrischen Punkt 
ziemlich genau bei p,, 4,4; als eine Besonderheit sei vielleicht 
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hervorgehoben, daB die Ionenbeweglichkeit nach der sauren Seite 
vom J, P. schneller zunimmt als nach der alkalischen, was wohl 
als ein Ausdruck fiir eine gréBere Zahl von basischen Gruppen 
sedeutet werden kann. Da nach dem Verhalten der Phosphatase 
segeniiber der Elektrodialyse und der Ultrafiltration kein Zweifel 
dariiber herrschen kann, daB ein relativ hochmolekularer, kolloi- 
daler Stoff vorliegt, so kann es sich nur um die Ionenbeweglich- 
keitskurve bzw. Dissoziationskurve eines KiweiBkérpers (oder einer 
niedermolekularen Wirkgruppe, gebunden an einen kolloidalen 
nicht amphoteren Triger) handeln. Wegen der im nachfolgenden 
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zu beschreibenden Fallungsreaktionen sowie weil auch die reinstey 
Priparate (S. 177 und 179) N-Mengen enthielten, wie sie be; 
Proteinen tiblich sind, geben wir der ersten Annahme den Vorzug. 

Als interessanter Nebenbefund sei hervorgehoben, daB der I. P. 
der Ejakulatphosphatase sich nicht mit ihrem p,-Optimum deckt, 

Leider konnte aus fuBeren Griinden keine vollstindige 
Kurve der Ionenbeweglichkeit bei elektrodialysierten Prostata- 
extrakten aufgenommen werden; orientierende Versuche ergaben, 
daB die Phosphatase bei p,, 4,05 kathodisch, bei p,, 5,3 und 5,63 
dagegen anodisch wandert. Der I. P. wird also auch hier er- 
wartungsgemiB bei dem gleichen p,,-Wert liegen. Die gleichzeitig 
durchgefiihrte Bestimmung des Gesamt-N ergab keine fiir die 
Reinigung giinstigen Unterschiede in der Wanderungsgeschwindig- 
keit der BallasteiweiBkérper und der Phosphatase. 


III. Reinigung der Driisenextrakte durch fraktionierte Fallung. 


Nachdem die bisher besprochenen Methoden zur ausreichenden 
Reinigung der Prostataextrakte sich als ungeeignet erwiesen hatten, 
gelang es auf iiberraschend einfachem \Vege durch fraktionierte 
Fallungen die notwendigen groBen Reinigungseffekte zu erzielen. 
Es zeigte sich, daB die Prostataphosphatase durch (NH,),SO, aus- 
gesalzen werden kann, wobei eine bedeutende Reinheitssteigerung 
erfolgt; daran schlieBt sich eine Ausfillung als Ag-Salz an, die 
zu Enzymlésungen von héchster Reinheit fihrt. 

Kine wesentliche Voraussetzung fiir die fraktionierte Aus- 
fillung mit Ammonsulfat ist die Konzentrierung der ziemlich ver- 
diinnten elektrodialysierten Prostataextrakte (im Vakuum bei 35’), 
bis ein Trockengehalt erreicht ist, der einer 1,5—2°/, igen Kiweib- 
lésung entspricht. Als MaB fiir die notwendige Konzentrierung 
dient die Bestimmung des Trockengehaltes der Ausgangslisung, 
woraus das Volumen, bis zu welchem eingedampft werden mud, 
berechnet wird. Mit diesen Konzentraten wird die fraktionierte 
Fallung in der Weise durchgefiihrt, daf man das (NH,),SO, ent- 
weder als kalt gesittigte Lésung oder in fester Form in einer 
dem gewiinschten Sattigungsgrad entsprechenden Menge zusetzt. 
Der entstehende Niederschlag wird abzentrifugiert und in destil- 
liertem Wasser gelést; die Bestimmung der Fermentaktivitit kann 
ohne vorherige Entfernung des Ammonsulfat erfolgen, da letzteres auch 
in héheren Konzentrationen nicht merklich hemmt. Zur Bestimmung 
des Trockengehaltes sowie zur Weiterbehandlung der gereinigten 
Fermentlésung muf es allerdings durch Druckdialyse entfernt werden. 
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Nachfolgende Tabelle gibt einige Versuche iiber das Ver- 
halten der Prostataphosphatase bei der Aussalzung mit (NH,),SO,: 


Tabelle 9. 


Elektrodialysierter Driisenextrakt mit einer Aktivitiét von 230 mg P/cem; 
die Werte geben die Aktivitét der Restlésung bzw. des im gleichen Volumen 
Wasser gelésten Niederschlags wieder. 











Restlésung Niederschlag 
(NH,),SO,-Sattigung*) . .... 0,40 0,45 0,50 0,55 
mg P/cem i op Geer 4, Ce WR x 186 173 216 214 
Of 80,7 15 93,5 93,5 


Die Phosphatase fallt also ziemlich scharf bei Halbsittigung 
mit Ammonsulfat aus; unterhalb dieser Konzentration bleibt das 
Enzym groBtenteils in der iiberstehenden Fliissigkeit, wihrend 
ein Teil der BegleiteiweiBkérper ausfallt und dabei schwankende 
Mengen an Ferment mitreiBt. Eigentiimlicherweise wird um so mehr 
Ferment mitgefillt, je verdiinnter die Fermentlésung war, wie 
folgender Versuch zeigt: 

Je 170 ccm Fermentlésung wurden bei Siattigung = 0,5 gefiallt, es 
fielen 81°/, der Aktivitét aus. Der abzentrifugierte Niederschlag wurde 
in 80 bzw. 50 cem destilliertem Wasser gelést und bei Sittigung = 0,4 
gefillt: im ersten Fall blieben nur 33,8°/, der Aktivitit in der tber- 
stehenden Fliissigkeit, im zweiten Fall dagegen 176,3°/,. 

Es erwies sich daher als zweckmiBig, die Fillung mit 
(NH,),SO, im Laufe der Reinigungsoperation wie folgt aus- 
zufiihren: nach dem Aussalzen bei Halbsittigung wird der ab- 
zentrifugierte Niederschlag in héchstens einem Drittel des ur- 
spriinglichen Volumens destilliertem Wasser gelést und neuerdings 
mit (NH,),SO, (Sittigung = 0,4) versetzt. Der abzentrifugierte 
Niederschlag kann, nach Priifung seiner Aktivitit, verworfen werden. 
Die Restlésung wird durch Druckdialyse vom (NH,),SO, befreit 
und weiter verarbeitet. Die durch diese Operationen erzielte 
Reinheitssteigerung betrigt das 3—41/, fache. 

An die vorstehenden Operationen schlieBt sich nun die 
Fillung mit Ag-Acetat an. Urspriinglich sollte damit ein Teil 
der Verunreinigungen ausgefallt werden, es zeigte sich aber, dab 
bei sehr geringen Konzentrationen an Schwermetall (Ag-Acetat- 
zusatz entsprechend 6—7°/, des Trockengehaltes der KEnzym- 
lésung) vorwiegend und ziemlich selektiv die Phosphatase aus- 


*) Ganzsiittigung = 1. 
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fallt; aus dem inaktiven Niederschlag kann nun das Ferment 
ohne Aktivitatsverlust durch NaCl in Freiheit gesetzt werden, 
Zur Erliuterung zwei Versuche: 

1. Versuch: 22 cem Fermentlésung (= 81,4 mg Trockengehalt) werden 
unter Kiskiihlung mit 2,5 cem (= 6,1°/, des Trockengehalts) einer Ag-Acetat. 
lésung versetzt und nach kurzem Stehen abzentrifugiert. Fallung wird 


unter Kiskiihlung mit einer Mischung von 10 cem m/2-Citratpuffer p,, 5,5 
und 1 cem m-NaCl-Lésung gut gemischt und AgCl abzentrifugiert. 
































Ergebnis rockengehalt Aktivitit yi 
Verwendete Fermentlésung . . . 3,8 mg/cem 220 mg P/eem 
ee te ee eee 2,3 mg/cem 54mg P/eem | 24,5 
Lésung der Ag-Fillung .... 1,5 mg/eem 195 mg P/ecm | 88,7 


Der Fermentwert war von 58 mg P/mg Trockengehalt auf 122,5 mg P ing 
Trockengehalt gestiegen, d.h. um das 2,1 fache. 

2. Versuch: 48 ccm Phosphataselésung (= 187 mg Trockengehalt) 
wurden mit 6,5 cem Ag-Acetatlésung (= 7°/, des Trockengehalts) wie vor- 
stehend behandelt. Diesmal waren (offenbar wegen zu kurzer Einwirkunes- 
dauer) nur 33,1°/, der Fermentaktivitit ausgefallen; die Ag-Fallung wurde 
daher unter den gleichen Bedingungen wiederholt, wonach weitere 56,6°), 
der Aktivitit ausfielen, so daf insgesamt durch die zwei Ag-Fillungen 
89,7°/, der Fermentaktivitit gewonnen waren. Die beiden hintereinander 
geschalteten Ag-Fallungen hatten aber (im Vergleich zu Versuch 1) keine 
Zunahme der Verunreinigungen zur Folge, denn der Fermentwert war 
von 94 mg P/mg Trockengehalt auf 220 mg P/mg Trockengehalt gestiegen, 
d. h. um das 2,5 fache. 

Die auf diese Weise gewonnenen Lisungen werden bei 4) 0,7 
einer Adsorption mit Al(OH), unterworfen; der hohe Reinheitsgrad 
dieser Fermentpraparate auBert sich in dem verinderten Verhalten 
der Prostataphosphatase: wie bei den héchstgereinigten Praparaten 
der Kjakulatphosphatase so ist auch hier die urspriinglich gute 
Adsorbierbarkeit verloren gegangen. Das Ferment bleibt zu etwa 
92°/, in Loésung und es werden im wesentlichen nur Verunreini- 
gungen adsorbiert. Der Fermentwert stieg um das 1,5 fache auf 
188 mg P/mg Trockengehalt fiir das erste und auf 320 mg P/mg 
Trockengehalt fiir das zweite Priparat. 

Durch die drei vorstehend beschriebenen Operationen wird 
eine Reinheitssteigerung um das 10—12 fache gegeniiber den elek- 
trodialysierten Driisenextrakten erreicht; ausgehend von den Driisen- 
rohextrakten macht die Prostataphosphatase iiber die Stufen Elek- 
trodialyse, (NH,),SO,-Fraktionierung, Ag-Fallung und Adsorption 
eine 100—120 fache Reinheitssteigerung durch. Die erhaltenen 
Priparate entsprechen in ihrem Reinheitsgrad vollig den elektro- 
dialysierten Kjakulatextrakten. 
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In unseren hochstgereinigten Enzympriparaten fihrten wir, 
soweit es die Materialmengen gestatteten, Mikro-N-Bestimmungen 
durch. Es ergaben sich folgende Werte: fiir das Kjakulatpriparat 
mit einem Fermentwert = 467 mg P/mg Trockengehalt (8.179) ein 
N-Gehalt = 11,7°/, fiir dasjenige mit Fermentwert 252 mg P/mg 
Trockengehalt (S. 179) ein N-Gehalt = 15,1°/, und fiir das Prostata- 
priparat mit Fermentwert 320 mg P/mg Trockengehalt ein N-Gehalt 
= 16,4°/,. Auch der N-Gehalt spricht fir die Beteiligung von 
EiweiB am Aufbau des Enzymmolekiils. Andererseits méchten wir 
hervorheben, daB wir bisher keine Befunde erheben konnten, die 
fiir die Beteiligung einer abdissoziierenden Wirkgruppe am 
Aufbau der sauren Phosphatase sprechen wiirden. Wir neigen 
sogar dazu anzunehmen, daB das gleiche auch fiir die alkalische 
Phosphatase gilt, da wir am Beispiel der sehr aktiven Placenta- 
phosphatase uns wiederholt davon tiberzeugen konnten, dai auch 
dieses Enzym langdauernde Elektrodialyse (bis 48 Stunden bei etwa 
30 Milliamp.) ohne Aktivititsverluste iiberdauert; dem entgegen- 
stehende Befunde an anderen alkalischen Phosphatasen brauchen 
daher nicht im Sinne einer Abdissoziation einer niedermolekularen 
Wirkgruppe zu sprechen. Wir halten daher alle Vermutungen, 
die bestimmte niedermolekulare Stoffe in Zusammenhang mit der 
Wirkgruppe der Phosphatase bringen, fiir verfriiht. 


Methodischer Teil. 


1. Bestimmung der Fermentaktivitat. Sie wurde nach den a. a. 0.1) 
gemachten Angaben bei einer Substratkonzentration von 0,153 m #-Glycero- 
phosphat und py 5,4—5,6 ausgefiihrt. Bestimmung des freigemachten P 
nach Lohmann-Jendrassik. 

2. Driisenrohextrakte. Die nach Diese Z. 239, 122 (1936) bereiteten 
Rohextrakte (die Autolyse bei Zimmertemperatur soll nicht iiber 1 Woche 
ausgedehnt werden, da sonst betrichtliche Aktivitiitsverluste eintreten 
kénnen), werden am zweckmiBigsten im Vakuum bei 35° auf '/, ihres 
Volumens konzentriert; ein Aktivititsverlust findet nicht statt, ebensowenig 
wie beim Konzentrieren der elektrodialysierten Extrakte. Allerdings beob- 
achtet man manchmal in den Konzentraten eine um 25—30°/, geringere 
Aktivitit als erwartet; diese Hemmung ist aber ohne Bedeutung, da sie 
nach dem Verdiinnen auf das urspriingliche Volumen wieder verschwindet. 

3. Adsorption und Elution. Zur Adsorption wurden meistens 10 cem 
Fermentlésung verwendet, mit der bendtigten Menge Al(OH),-Suspension 
(sie enthalt 18 mg Al(OH), im Kubikzentimeter) geschiittelt und nach einigen 
Minuten abzentrifugiert; um eine vollstindige Ablésung des Fermentes 
sicherzustellen, wurde 2mal mit je 5cem m/2-Citratpuffer py 5, 4—5, 6 
eluiert und beide Eluate vereinigt. Die Fermentaktivitit wird im Eluat und 
Restlésung, event. unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsgrades, in der 
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iiblichen Weise bestimmt. Durch Kontrollversuche wurde festgestellt, dag 
sowohl Adsorption wie Elution praktisch unabhingig von der Zeit sind. 
bei einer Einwirkungsdauer von weniger als 5 Minuten waren beide Prozegse 
abgeschlossen. 


4, Elektrodialyse und Druckdialyse. Beziiglich der Elektrodialyse 
muB darauf hingewiesen werden, daB fiir ausreichendes Spiilen der Elektroden 
sowie fiir Riihren der Fermentldsung gesorgt werden muB, da sonst starke 
Anderungen der Wasserstoffionenkonzentration auftreten kdnnen, die wegen 
des Stabilititsoptimums der Phosphatase (py 3,7—6,0 in Citratpuffer und 
bei 1 stiindiger Einwirkung) schidlich wirken. Say Entfernung des Puffers, 
von (NH,),SO, usw. werden die Fermentlésungen in einer Bombe aus V 4A. 
Stahl, deren Fassungsvermégen etwa 150 ccm betriigt und die die Anwendung 
von Drueken bis zu 100—150 Atm. gestattet, einer Druckdialyse meistens 
bei 40—50 Atm. Uberdruck (Kuprophanfolie) unterworfen. Wir haben uns 
wiederholt davon iiberzeugt, daB die Prostataphosphatase weder in wiiliriger 
Lésung noch gelést in Puffer von py 5,5 durch die Membran durchgeht, 
Auch findet selbst nach mehrfachem Wiederauffiillen mit destilliertem Wasser 
keine Aktivititsabnahme statt. Es ist sogar méglich, die Fliissigkeit ganz 
abzudriicken und dann mit destilliertem Wasser wieder aufzufiillen. In 
diesem Zusammenhang méchten wir erwiihnen [um aufgetretene MiBverstiind- 
nisse *) zu beheben], daf es selbstverstiindlich méglich ist, die hochgereinigten 
Priiparate von Prostataphosphatase als Trockenpulver zu gewinnen (z. B. 
durch Kintrocknenlassen im Exsiccator). Dab wir bisher immer nur yon 
Fermentlésungen sprechen, beruht einfach darauf, daB es praktischer ist, 10 
oder 20 ccm Lésung aufzubewahren als 4 oder 5 mg Trockenpulver. 


5. Ag-Fallung. Es wurde eine Lisung von 100 mg Ag-Acetat in 
50cem destillierten Wassers benutzt, notigenfalls auch stiirkere Verdiinnungen. 


6. Papainversuche. Wir geben einen Versuch als Beispiel wieder: 
80 cem elektrodial. Driisenextrakt (Gesamttrockengehalt 1728 mg), 

20 cem m/2-Citratpuffer py 5,2, 

200 mg Padin (Papayotin Merck 1:350), 

10 mg KCN bzw. 20 mg Glutathion (neutralisiert). 

Versuchsdauer 24 Stunden bei 37°. 


Zusammenfassung. 


1. Die Analyse des Adsorptionsverhaltens der Prostataphos- 
phatase gegentiber Al(OH), legt die Annahme nahe, da die 
Adsorbierbarkeit des Enzyms durch ein Co-Adsorbens bedingt 
wird, das mit fortschreitender Reinigung entfernt werden kann. 

2. Die Bestimmung der Ionenbeweglichkeit ergibt fiir die 
Phosphatase eine Kurve, wie sie fiir amphotere Elektrolyte charakte- 
ristisch ist; der isoelektrische Punkt liegt bei p, 4,4. Aus dieser 
Tatsache sowie aus dem Verhalten beim Aussalzen mit (NH,),SO,, 
wo es wie ein Globulin bei Halbsittigung ausfallt, wird der Schlub 





8) E. Pfankuch, Diese Z. 241, 34 (1936). 
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Ja8 | gezogen, daB wahrscheinlich ein Kiweibkérper vorliegt. Im gleichen 
nd; [EF Sinn spricht der N-Gehalt, der fiir die reinsten Praparate 12 


se F pis 16°/, betragt. Auffallend ist die groBe Widerstandsfihigkeit 
' der Prostataphosphatase gegeniiber der EKinwirkung proteolytischer 


* Fermente (Papain). 

* 3. Es wird eine Methode angegeben, welche es gestattet, aus 
ey. § autolysierten Prostataextrakten Phosphatasepraparate herzustellen, 
nd — die in ihrer Reinheit den héchstgereinigten Priiparaten aus Hja- 
TS, kulat entsprechen. 

Ag 4, Ks wird darauf hingewiesen, daf bisher keine Befunde 
= yorliegen, die es gestatten, auf das Vorhandensein einer ab- 
ng [| dissoziierenden Wirkegruppe bei der sauren Phosphatase zu schlieBen. 
yer : 

ht. & Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir 
er § fiir die Unterstiitzung der vorliegenden Arbeit unseren besten 


Dank aus. 








190 


Uber das biologische Verhalten des Octopins. 
Von 
M. Mohr. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Juli 1938.) 


Das zuerst von K. Morizawa’) in Octopus octopodia aut. 
gefundene Octopin wurde von H. Mayeda?) in Pekten yessoensis 
und von EK, Moore und D. W. Wilson’) in Pekten magellanicus 
und schlieBlich von uns‘) in der Octopodenart Eledone moschata 
festgestellt. Auch konnten wir die von 8S. Akasi®) sowie yon 
I. L. Irvin und D. W. Wilson®) aufgestellte Konstitutionsformel 
bestatigen. 


tes NH - CH(CH,)COOH 
| 
HN=C—NH—CH,—CH,—CH, .: CH—COOH 


S. Akasi‘) hat nun bereits das Verhalten des Octopins gegen- 
iiber Arginase untersucht. Ferner kam I. L. Irvin’) zu dem 
SchluB, da8 als Muttersubstanz des Octopins das Arginin an- 
zusehen sei, denn er beobachtete unter der Einwirkung der 
Autolyse vom Muschelfleisch eine wesentliche Abnahme von Arginin 
unter Neubildung von Octopin. 


Ich habe es nun unternommen, das Verhalten des Octopins 
im Siugetierstoffwechsel zu untersuchen, um dabei gleichzeitig 
festzustellen, ob der Kérper einen EinfluB auf den Blutzucker- 
gehalt sowie auf den Blutdruck und die Darmbewegung entfaltet. 
Auch die Einwirkung von Saprophyten habe ich gepriift. 

Injiziert man Mausen Octopinlésung subcutan unter die Riicken- 
haut, so krystallisiert iiberraschenderweise die Base ohne weiteres 
beim Eintrocknen des Harnes aus und man kann sie direkt durch 
Uberfiihrung in das Pikrat rein gewinnen. Ich erhielt das Octopin 
dann in einer Ausbeute von 17,7°/, zuriick. Viel gréBere Schwierig- 
keiten macht die Isolierung aus dem Harn, wenn man den Ver- 
such am Hunde durchfihrt. Hier hat man groBe Miihe, das 
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Octopin vom Kreatinin zu trennen, vor allem weil die Léslichkeiten 
der Pikrate dieser Base ziemlich nahe bei einander liegen. (Nach 
Akasi lésen sich 0,217 g Octopinpikrat bei 22° in 100 ccm 
Wasser und ich stellte fest, daB sich bei 16° 0,175 g Kreatinin- 
pikrat in 100 com Wasser lésen.) Es gelang aber auch beim 
Hunde, nach Einspritzung, das Octopin als analysenreines Pikrat 
aus dem Harn zu isolieren. Doch ist die erzielte Ausbeute sicher 
weit geringer, als die wirklich wieder ausgeschiedene Octopinmenge. 

Eine Wirkung auf den Blutzucker lieB sich auch bei Ver- 
abreichung von 300 mg pro Kilo beim Hunde nicht feststellen. 

Es ist dies ebensowenig iiberraschend, wie die von mir fest- 
cestellte fehlende Wirkung auf den Blutdruck und die Darmbewegung, 
denn eine pharmakologische Wirkung von Guanidinderivaten pflegt 
durch Carboxylgruppen im Molekiil verhindert zu werden. 

Fir das Studium der Einwirkung von Bakterien auf Octopin 
verwandte ich eine Saprophytenmischkultur, konnte aber eine 
nennenswerte Zerstérung der Base nicht feststellen. Es zeigte 
sich nur eine sehr geringe Ammoniakbildung. Harnstoff war nicht 
nachzuweisen und Octopin lieB sich in einer Menge von 79,6°/, 
priparativ wiedergewinnen, was angesichts unvermeidlicher Ver- 
luste bei Aufarbeitung der Phosphorwolframsiurefillung usw. als 
gute Ausbeute zu bezeichnen ist. Die daraus sich ergebende 
Widerstandsfihigkeit des Octopins gegeniiber der Arginase von 
Fiiulnisbakterien steht in guter Ubereinstimmung mit den Er- 
fahrungen von A kasi") bei der Einwirkung von Lebern verschiedener 
Tiere auf Octopin. Er stellte hier eine viel geringere Harnstoff- 
abspaltung fest als bei Verwendung von Arginin als Substrat, 
canz besonders im Falle der Kalbsleber, wo er bei niederer Arginase- 
konzentration tiberhaupt keine, bei héherer nur eine Spaltung bis 
hichstens 12°/, d. Th. beobachtete. 


Experimenteller Teil. 


Subcutane Injektion bei Mausen. Drei weife Miuse erhielten im 
Laufe von 8 Tagen 225 mg analysenreines rechtsdrehendes Octopin, in 8 ecm 
Wasser gelést, unter die Riickenhaut und zeigten keinerlei Erscheinungen. 
Die einzelnen Harnportionen ergaben beim Kintrocknen gut ausgebildete 
weibe Riickstiinde, die unter dem Mikroskop das Krystallbild des Octopins 
aufwiesen. Die Gesamtharne wurden nach Zugabe von etwas Wasser direkt 
mit wiBriger Pikrinsiure bis zur Kongoreaktion versetzt. Nach Einengen 
auf ein kleines Volumen im Vakuum erschien ein gut ausgebildetes Pikrat, 
das nach dem Umkrystallisieren und Trocknen 77 mg wog und sich nach 
nochmaligem Umkrystallisieren als reines Octopinpikrat erwies. 
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4,287 mg Subst.: 5,905 mg CO,, 1,760 mg H,O. — 8,910 mg Subst: 
1,614 cem Ny, (20,5°, 756 mm). 


Gef. ,, 37,57 , 4,59 , 20,96. 


Schmelzp. 222°. Insgesamt wurden 17,7°/, Octopin im Harn wieder. 
gefunden. 


Subcutane Injektion beim Hund. Ein 10 kg schwerer Hund er. 
hielt innerhalb von 3 Tagen 9 g analysenreines rechtsdrehendes Octopin in 
150 cem Wasser unter die Riickenhaut injiziert und zeigte keinerlei Er- 
scheinungen. Der Harn dieser Periode und des nachfolgenden Tages betrug 
5,5 Liter und wurde bei Gegenwart von 5°/,iger Schwefelsiure mit Phosphor- 
wolframsiure vollstiindig ausgefallt. Die aus dem Niederschlag in bekannter 
Weise gewonnene Lésung der freien Basen befreite ich im Vakuum yom 
Ammoniak. Dann wurde nach schwachem Ansiiuern mit Schwefelsiiure 
zur Trockne eingeengt, worauf sich durch Aufnehmen des Riickstandes mit 
Methanol eine gréBere Menge Kaliumsulfat abtrennen lieB. Nach Beseitigung 
des Methanols fillte ich mit Flaviansiure, wodurch 12 g eines Flavianates 
abgetrennt werden konnten, das sich nach dem Umkrystallisieren als Kreatinin. 
flavianat erwies. Nachdem die erste Mutterlauge des Flavianates in be- 
kannter Weise in eine Lésung der freien Basen verwandelt war, wurde 
mit Pikrinsiure gefillt. Der entstandene Niederschlag (1,7 g) stellte ein 
Gemenge von Kreatinin- und Octopinpikrat dar, aus dem sich das Octopin 
nur iuBerst schwer abtrennen lie’. Um dies zu erreichen, wurde das Pikrat- 
gemenge mit Hilfe von Schwefelsiiure und Ather von der Pikrinsiure befreit, 
worauf ich die Lésung der Sulfate durch genaues Ausfiillen mit Baryt in 
eine Lésung der freien Basen iiberfiihrte. Als diese im Vakuum zur Trockne 
eingeengt waren, lieB sich aus dem Riickstand mit verdiinntem Methanol 
ein Auszug herstellen, der im wesentlichen aus Octopin bestand. (Saka- 
guchiprobe intensiv positiv, ein schwacher Ausfall der Weylschen Probe 
deutete auf eine geringe Verunreinigung mit Kreatinin hin.) Es gelang 
durch Fillung mit wiBriger Pikrinsiiure die Gewinnung eines Pikrates, 
das nach 2maligem Umkrystallisieren die Werte des Octopinpikrates 
lieferte. 


4,997 mg Subst.: 6,940 mg CO,, 1,990 mg H,O. — 1,070 mg Subst.: 
1,313 cem N, (20°, 741 mm). 
C,H,,0,N, + C,H;,0,N, Ber. C 387,88 H 4,45 N 20,64 
Gef. ,, 87,88  , 4,46 ,, 21,10. 


Die Substanz schmolz bei 224—225°. Angesichts der urspriinglich 
starken Verunreinigung des Octopins mit Kreatinin kommt eine Bestimmung 
der Ausbeute hier nicht in Betracht. 


Blutzuckerversuch. Der gleiche Hund bekam im niichternen Zustande 
50 eem einer 6°/, igen Lésung von reinem rechtsdrehenden Octopin unter 
die Riickenhaut injiziert (300 mg pro Kilo). Der Niichternblutzuckerwert vou 
79 mg-°/, (Bestimmung nach Hagedorn-Jensen) zeigte danach nur 
Schwankungen, die im Bereiche des Normalen liegen (vgl. Tabelle bei -> 
300 mg/kg, Octopin subcutan). 
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Zeit: 
3.45 9,15 -> 9,20 9,80 9,45 10,00 10,15 10,45 11,15 12,15 13,15 14,15 17,45 


Blutzuckergehalt in mg-°/): 
16 «(79 83 88 87 86 83 72 66 70 73 62 


Blutdruckwirkung. Einem 10 kg schweren Hunde wurden in Per- 
noctonnarkose steigende Mengen einer 3°/, igen Octopinlésung intravenés 
injiziert. Auch bei Verabreichung von 10 ccm (= 0,3 g, also 20 mg/kg) er- 
folete keine Anderung des Blutdruckes. 


Wirkung auf den Darm. Ein Stiick Jejunum vom Meerschweinchen 
zeigte bei einer Konzentration von 0,15°/, des Tyrodebades keine Anderung 
seiner Bewegung. 


Faulnisversuch. 5 g analysenreines rechtsdrehendes Octopin wurden 
mit 0.5 g Pepton (E. Merck) und 1 g Traubenzucker in 250 cem Wasser geldést 
und nach Zusatz von 2 Tropfen 10°/, iger Magnesiumsulfatlésung und 2 'Tropfen 
10°, iger sekundiirer Natriumphosphatlésung aus einer Aufschwemmung 
yon faulem Pankreasgewebe geimpft und 36 Tage bei 38° gehalten. Nach- 
dem in den ersten Tagen die Siiuerung 6fter mit etwas Sodalésung ab- 
cestumpft war, entwickelte sich der typische Fiulnisgeruch. Nach 36 Tagen 
ergab sich auf Grund einer Mikrobestimmung in einer Probe ein Ammoniak- 
stickstoffgehalt von 54,15 mg. Da ein gleichzeitig angesetzter Kontrollfiulnis- 
versuch ohne Octopin nach derselben Zeit zu einem Ammoniakstickstoff- 
vehalt von 31,04 mg fiihrte, waren nur 23,11 mg Gesamtstickstoff durch die 
Saprophyten aus dem Octopin abgespalten. Die empfindliche Harnstofiprobe 
nach Barrenscheen-Weltmann”) war negatiy. Wenn man sich auf den 
Standpunkt stellt, daB trotzdem auf Grund einer geringen Arginasewirkung 
der Iiiulnisbakterien doch etwas Harnstoff entstanden wire, bei dessen 
Zersetzung durch Urease sich die 23,11 mg Ammoniakstickstoff gebildet 
hitten, kommt man nur zu einer Zersetzung von etwa 1°/, des angewandten 
Octopins im Sinne einer schwachen Arginasewirkung. Um sicher zu sein, 
dai unter den gewihlten Versuchsbedingungen Arginase zur Verfiigung 
stand, lieB ich in einem besonderen Versuch reines Arginin unter den gleichen 
Verhiltnissen wie Octopin faulen und stellte aus dem negativen Ausfall 
der Sakaguchiprobe das voéllige Verschwinden von Arginin und aus dem 
positivem Ausfall der Probe von Barrenscheen-Weltmann das Auf- 
treten von Harnstoff fest. Die Nesslerprobe war hier sehr stark. 


Die Lésung, in der das Octopin der Saprophytenwirkung ausgesetzt 
war, wurde bei Gegenwart von 5°/, Schwefelsiiure mit Phosphorwolfram- 
siiure gefillt. Aus der eingeengten Lésung der aus der Fiillung gewonnenen 
freien Basen lieBen sich durch Zugabe von Methanol 3,4 g weiber Krystalle 
zewinnen, die intensive Sakaguchische Reaktion gaben und sich nach 
dem Umkrystallisieren als reines Octopin erwiesen. 


4,997 mg Subst.: 8,040 mg CO,, 3,340 mg H,O. — 6,220 mg Subst.: 
1,245 cem Ny, (20°, 752 mm). 
C,H,,0,N, Ber. © 4387 H7,37 N 22,76 
Gef. ,, 43,88  ,, 7,48  ,, 28,07. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLY. 13 
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Die Substanz schmolz bei 283°. Sie zeigte im 1 dm-Rohr bei 21,5 
in 3,2°/, iger waBriger Lésung von 1,009 spez. Gew. 


a =+ 0,7°% also [a]215° = + 21,78°. 


Aus dem Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung lieB sich noch 0,5 » 
analysenreines rechtsdrehendes Octopin isolieren, so daB sich eine Gesamt. 
ausbeute von 79,6°/, ergab. Zieht man die unvermeidlichen Verluste }e; 
der Isolierung durch Phosphorwolframsiurefillung in Betracht, so ist es 
wahrscheinlich, daB iiberhaupt keine nennenswerte Zersetzung des Octopins 
erfolgt war. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemein 
schaft durchgefiihrt. 


Schrifttum. 
1. K. Morizawa, Acta Scholae med. Kyoto 9, 285 (1927). 
2. H. Mayeda, Ebenda 18, 218 (1936). 
3. E. Moore u. D. W. Wilson, J. of Biol. Chem. 119, 573 (1937). Ha: 
4. D. Ackermann u. M. Mohr, Diese Z. 250, 249 (1937). im 
5. S. Akasi, J. of. Biochem. 25, 261, 281, 291 (1936); 26, 129 (1937). sath 
6. I. L. Irvin u. D. W. Wilson, Proc. Soc. exp. Biol. a. Med. (Am.) 36, 
398 (1987). mitt 
7. S. Akasi, J. of Biochem. 26, 129 (1937). hild 
8. I. L. Irvin, Scientific. Proc. of the Society of Biol. Chemists 32, 62 (J. of 192 
Biol. Chem. 1938). Am 
9, H. K. Barrenscheen u.. O. Weltmann, , Biochem. Z. 131, 591 (1922): hild 
Ebenda 140, 426 (1928). AUS 
Mus 
und 
mit 
Sil 
sie 
dati 
proc 
Am} 
Hyp 
dies 

















Uber Abbau und Wiederaufbau der Adenylsiure 
im Warmbliitermuskel. 
Von 


T. Korzybski und J. K. Parnas. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitit Lwéw.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1938.) 


Die Anwendung von radioaktivem Phosphat*) erlaubt die 
Frage nach der Zersetzung und Regenerierung der Adenylsiiure 
im Tierkérper wieder in Angriff zu nehmen. Diese Frage hingt 
mit Arbeiten zusammen die iiber 10 Jahre zuriickgreifen, und un- 
mittelbar an die Entdeckung der Adenylsiiure und der Ammoniak- 
bildung in Muskel [Embden, 19271); Parnas und Mozotowski, 
1927*)] anschlieBen. Als Muttersubstanz der Inosinsiiure und des 
Ammoniaks im Muskel erwies sich die Adenylsiure; die Ammoniak- 
bildung — also auch die intermediire Entstehung von Inosinsiure 
aus Adenosintriphosphorsiiure) — wurde als Begleiterscheinung der 
Muskelarbeit, auch beim Menschen erkannt [| Parnas, Mozotowski 
und Lewinski‘)}. Es ergab sich die Frage: was geschieht weiter 
init der Inosinsiiure, welche durch Desaminierung der Adenyl- 
siiure entstanden ist. Wird sie wieder reaminiert, oder verfillt 
sie dem Abbau zu Harnsiiure bei Menschen, zu weiteren Oxy- 
dationsprodukten bei anderen Tieren? 

Kmbden und seine Schule‘) glaubten, daB das Desaminierungs- 
produkt der Adenylsiure in Muskel sofort aus dem abgespaltenen 
Ammoniak wieder aufgebaut wird; das Ammoniak sowie das 
Hypoxanthinderivat, die wir im Muskel beobachten, sind nach 
dieser Auffassung nur die Folge einer unvollkommenen Umkehrung 


*) In der Muskelchemie: G. Hevesy, T. Baranowski, A. Guthke, 
P.Ostern u. J. K. Parnas, Acta Biol. exper. (Pol., Deutsch) 12, 34—39, 
1938); G. Hevesy u. O. Rebe, Nature (Brit.) 142, 1097 (1938). 

") Klin. Wschr. 6, 628 (1927). 

“) Biochem. Z. 184, 399 (1927). 

*) Klin. Wsehr. 6, 1710 (1937); Biochem. Z. 188, 15 (1927). 

*) G. Embden, M. Carstensen u. H. Schumacher, Diese Z. 179, 


i¢* 
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der Desaminierung, welcher Embden eine fir die Muskelkontrak. 
tion wesentliche Rolie zugeschrieben hat. Diese Auffassung wurde 
von Parnas und seinen Mitarbeitern entschieden bekiimpft?), die Re- 
version der Desaminierung wurde in Abrede gestellt, die Ammoniak- 
abspaltung aus Adenylsiure als ein Vorgang betrachtet, der mi 
der Muskelkontraktion nicht unmittelbar zusammenhingt. Dagevey, 
wurde von Parnas’) sowie Parnas und Ostern’) eine Reami- 
nierung des Desaminierungsprodukts behauptet, welche nicht das 
abgespaltene Ammoniak verbraucht, sondern die Aminogrupyen 
in einem aeroben ProzeB, der in der Erholung stattfindet, aus 
Aminosiiuren oder ihren Derivaten iibertrigt. Besonders in \er- 
suchen von P. Ostern am isolierten Froschherzen wurden unter 
guter Sauerstofiversorgung so grofe Ammoniakmengen gebildet, 
die nicht auf die Desaminierung der im Organ enthaltenen Adenyl- 
siure zuriickzufiihren waren. Die Annahme, daB sie doch daraus 
entstehen, fiihrte notwendig zur Annahme, daB die desaminierte 
Adenylsiiure regeneriert wird, insbesondere da kaum eine Abnalhme 
ihres Gehalts im Herzen feststellbar war. Ahnliches ergab sich 
aus Versuchen von Parnas?) an Froschmuskeln, die bei guter 
Sauerstoffversorgung in Abstiinden von 20—30 Sek. Zuckungen 
ausfihrten. 

Ks gelang indessen trotz wiederholter Versuche nicht, die 
Bildung von Adenylsiure aus Inosinsiure an Muskelextrakten, 
Muskelbrei, oder Schnitten nachzuweisen. In einer Arbeit von 
P. Osternund T.Mann‘) wurde die Ammoniakbildung aus Adenosin 
im Herzmuskel verschiedener Tiere studiert, und es ist walr- 
scheinlich gemacht worden, daf der Weg von der Adenylsiiure 
entweder iiber Inosinsiure, oder iiber Adenosin verlaufen kann, 
der erste Weg ist im Skelettmuskel, der andere in manchen Herzen 
bevorzugt. Die Entdeckung der 5-Nucleotidase durch J. Reis®) 
und die weiteren Studien iiber dieses Knzym haben einen [aktor 
bekannt gemacht, welcher in: spezifischer Weise Inosinsiiure und 
Adenylsiure dephosphoryliert. 

Seit 1934 ist die Funktion der Adenylsiure im Stoffwechsel 
des Muskels bekannt geworden. Sie besteht darin, daB ibr Di- 
phosphorsiurederivat, die Adenosintriphosphorsaiure, ihre beiden 


!) J. K. Parnas, W. Lewifski, J. Jaworska u. B. Umschweil, 
Biochem. Z. 228, 366 (1930). 

*) Klin. Wsechr. 7, 1423 (1928). 5) Biochem Z. 234, 307 (1951). 

*) Biochem Z. 260, 326 (1933). 

5) Bull. Soc. Chim. biol. (Fr.) 16, 385 (1984). 
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labilen Phosphatgruppen auf Kohlenhydrat (Embden-Kster) iiber- 
tigt; aus einem weiteren Umwandlungsprodukt des dadurch ent- 
standenen Fructose-Diphosphats, der Phosphobrenztrauben- 
sure, oder aus dem Phosphokreatin wird die Adenylsiure 
wieder in die Adenosinpolyphosphorsiure tibergefiihrt. Kin anderer 
Wee der Phosphorylierung der Adenylsiiure ist 1937 bekannt 
ceworden, er hingt mit der in ihrem Mechanismus noch nicht 
aufzeklirten Hydrierung der Cozymase zusammen, bei welcher 
aus Phosphotriose die Phosphoglycerinsiiure entsteht, aus Phosphat 
und Adenosindiphosphorsiure die ATP. Das Skelett der Adenyl- 
siure kreist also im Muskel zwischen dem Zustand der Adenosin- 
polyphosphorsiituren, die im ruhenden Muskel stabil sind, und 
dem nur voribergehenden Zustand der Adenylsiure, welche der 
Desaminierung und Umwandlung zu Inosinsiure verfillt, falls sie 
nicht sofort wieder zu einer Polyphosphorsiure aufgebaut wird: 
und hier liegt die Quelle der Inosinsiiurebildung. 

Die Inosinsiiure erscheint also als ein Nebenprodukt, dessen 
Entstehung durch die Unvollkommenheit der Phosphorylierung der 
Adenylsiiure bedingt ist: einen Sinn dieser Desaminierung — die 
in der Hefe vollstiindig fehlt — kann man vielleicht darin er- 
blicken, da® die diffusible, gefiBwirksame Adenylsiiure nicht in 
den Kreislauf gelangen darf. Eine Funktion der Inosinsiiure im 


Muskelgewebe kann -—- auBer dem Umstand, daB sie als Mutter- 
substanz fiir die Riickbildung der Adenylsiure und Adenosin- 
triphosphorsiiure in Betracht kommt — darin erblickt werden, 


daB sie die Phosphorolyse des Glykogens im Skelettmuskel akti- 
viert [Parnas und Mochnacka}] und im anderen Muskel 
Herzmuskel) die Hemmung der hydrolytischen Spaltung des 
Glykogens durch Phosphat aufhebt [Z. Augustin?)]. 

Aus diesen Fragmenten kann man keine sichere Antwort auf die 
Krage aufbauen: wird das in der Adenylsiure enthaltene Skelett 


Purin—Ribose—Phosphorsiure 


im Zusammenhang mit dem Muskelstoffwechsel aufgeliést, oder 
nicht? Kine Phosphatabspaltung wurde im Zusammenhang mit 
der Muskeltitigkeit von S. E. Kerr angenommen®), u. K. auf Grund 
von wenig iiberzeugenden Versuchen. Bei Anwendung von **P 
kinnte man diese Frage vielleicht beantworten. Wenn man 


') ©. R. Soe. Biol. 128, 1173 (1936). 
*) Diese Z. 255, 61 (1938). 
‘) Diese Z. 210, 181 (1932). 
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Natriumphosphat injiziert, welches mit Na,H**PO, bezeichnet, ist, 


so findet sich das bezeichnete Phosphat sehr bald in dem Muskel. 
gewebe und man findet den Phosphor der leicht hydrolysierbarey 
Phosphorverbindungen — also Phosphokreatin, ATP. — bein, 
Frosch in wenigen Stunden weitgehend ausgetauscht. Diese Beo). 
achtung von G.v, Hevesy und O. Rebbe?) ist fiir unsere Vor. 
stellungen iiber den Umsatz im Muskel auferordentlich wichtie: 
sie zeigt, daB ganz im Gegensatz dazu, was wir uns auf Grund 
von Versuchen iiber die Permeabilitiit des isolierten Muskels fii; 
Anionen vorgestellt haben, ein sehr lebhafter Austausch yon 
Phosphationen — Phosphat gegen Phosphat! — zwischen 
Muskel und Blut stattfindet. 

Die Rejuvenierung der mit ‘Trichloressigsiure extrahierbaren 
und leicht hydrolysierbaren Phosphorverbindungen des Muskels 
erfolgt nach v. Hevesy und Rebbe sehr rasch: wenn ein Frosch 
nach subcutaner Injektion von gezeichnetem Phosphat 3 Stunden 
lang bei 2° gehalten war, dann waren die Phosphatfraktionen 
des Phosphokreatins, die leicht abspaltbaren der Adenosintriphos- 
phorsiure und der Zuckerester (bis zu 1 Stunde Hydrolyse bei 
100°, in n-Salzsiure) etwa zu '/, mit dem wirklich anorganischen 
(mit Magnesiamischung fillbaren) Phosphor ins Austauschgleich- 
gewicht getreten. Uber die Rejuvenierung der schwer hydrolysicr- 
baren extrahierbaren Phosphorverbindungen ist nichts bekannt. 

Die Rejuvenierung der Adenylsiiure konnte in der folgenden 
Versuchsanordnung festgestellt werden. Wenn man einem ‘lier 
bezeichnetes Phosphat injiziert, nach einiger Zeit das Tier titet 
und Muskeln nach Autolyse (welche die ATP. zu Inosinsiiure 
umwandelt) auf Inosinsiiure verarbeitet, so wird sich der Phosphor 
der Inosinsiiure entweder inaktiv erweisen, dies wiirde beweisen, 
daB in der Beobachtungszeit keine Neubildung von Adenylsiiure 
stattgefunden hat; oder aber ‘wird der Phosphor eine gewisse 
Aktivitit zeigen, dann ist Adenylsiiure neu gebildet worden. In 
welchem Umfang, das kann man nur abschitzen. Als Bezugs- 
system kann man den Phosphor derjenigen Verbindungen wiihlen, 
welche infolge der Autolyse des Muskels (Muskelbrei mit Wasser’ 
zerfallen. Aus dem Verhiltnis (nm) der Aktivitiiten des in der 
Autolyse abgespaltenen anorganischen Phosphats (also der Summe 
des wirklich anorganischen Phosphats und des aus Phosphokreatin 
und ATP. abgespaltenen) zu dem durch Verbrennen der isolierten 





1) Nature (Lond.) 141, 1097 (1938). 
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Inosinsaure erhaltenen Phosphat wird man dann schlieBen kénnen, 
daB die Inosinsiure mindestens nmal langsamer rejuveniert wird, 
als jene Phosphatfraktionen. Und da jene Phosphatfraktionen 
durch die labilen Phosphatgruppen der ATP. laufen, so wird man 
abschiitzen kénnen, in welchem Verhiltnis die Rejuvenierung der 
labilen Gruppen der ATP. zu derjenigen der Adenylsiure steht. 

Da Inosinsiure als Bariumsalz leicht isolierbar ist, das sich 
durch Umkrystallisieren gut reinigen laBt, so erschien die Aufgabe 
nach der chemischen Seite einfach. Die Versuche wurden an 
Kaninchen und an Tauben durchgefiihrt; Tauben sind dafir be- 
sonders geeignet. Die Versuche wurden zuerst genau eingeiibt, 
insbesondere die schnelle Isolierung der Inosinsiure, welche in 
kleinem MaBstab geschah, aus 30—60 g Muskelgewebe. Fiir die 
Isolierung der Inosinsiure hielten wir uns an die Vorschrift von 
P. Ostern?). Die Muskulatur wurde mit Quarzsand verrieben, 
4) Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann mit 
Acetatpuffer p, = 5 in kochendem Wasser enteiweibt; die Ent- 
eiweiBung wurde dann durch Zusatz von Trichloressigsiure — 
soweit noch Fallung erfolgte — vollendet. Das Filtrat wurde 
mit NaOH neutralisiert und mit Bariumacetat die Phosphate ge- 
fillt. Diese Fallung ist mit inosinsaurem Barium verunreinigt. 
Aus dem Filtrat wird Inosinsiure als Bleisalz durch basisches 
Bleiacetat gefillt, entbleit, das geliiftete Filtrat mit BaCO, ge- 
sittigt, das Filtrat eingedampft, von ausgeschiedenen Bariumsalzen 
heiB filtriert, weiter eingedunstet, das auskrystallisierte Barium- 
inosinat filtriert und aus Wasser umkrystallisiert. Bei diesen 
Qperationen erwies sich eine Mikronutsche sehr bequem, die mit 
einem Mantel umgeben war; in diesem Mantel konnte mittels 
eines Heizdrahtes Siedetemperatur, mit Kis 0°, gehalten werden. 
Die maximale Ausbeute aus Taubenmuskeln betrigt in unseren 
Versuchen 1,2 mg Bariumsalz aus 1 g Muskel. Das inosinsaure 
Barium wurde mit Soda und Salpeter verascht, das Barium 
entfernt, und die Phosphorsiure als Magnesiumammoniumphos- 
phat isoliert. Aus dem ,,anorganischen“ Muskelphosphat, dem Phos- 
phat des Blutes, Blutplasma, Knochen, in manchen Fiillen auch 
aus dem Harn, wurde das Magnesiumammoniumphosphat ebenfalls 
hergestellt und zugleich mit dem Phosphat aus Inosinséure am 
Geigerschen Zihler gemessen: so sind die Zahlen, auf gleiche 
Mengen Magnesiumammoniumphosphat bezogen, direkt vergleichbar. 


*) Biochem. Z. 204, 65 (1932). 
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Das radioaktive Phosphat stammte aus dem Institut fii; 
theoretische Physik der Universitat in Kopenhagen; wi; 
danken Prof. Niels Bohr und Prof. G. Hevesy fiir das Radium. 
Praparat, mit welchen es hergestellt worden ist. Die physiologischey 
und chemischenVersuche wurden in Lw6w ausgefiihrt; die Messunvey 
der Aktivitét in Kopenhagen, und wir danken Fri. Hilde Ley; 
fiir die Ausfiihrung dieser Messungen. 

Ks ist eine fiir die Stichhaltigkeit der Versuche wichtige Frage: 
wird die Phosphatgruppe der Inosinsiure in Gegenwart vom radio- 
aktiven Phosphat nicht ausgetauscht? Ein besonderer Versuch, 
in welchem reines inosinsaures Barium mit aktivem Phosphat ver- 
mischt wurde und dann so aufgearbeitet, wie in den Hauptver- 
suchen, ergab, daB das wiedergefundene anorganische Phosphat 
eine starke Aktivitit aufweist (120 Kicks), waihrend das Phosphat 
aus Inosinsiure ganz inaktiv war. Damit waren die Voraussetzungen 
fir den Versuch gegeben: Aktivitiiten, die im physiologischen Ver- 
such gefunden werden, miissen eine Neubildung der Nucleosidphos- 
phorsiiureverbindung bedeuten. 

Als Phosphorverbindung, welche in autolysierten Muskel- 
extrakten besonders hartnickig verbleibt, kam besonders Glycerin- 


Tabelle L. 











Aktivitiit, ausgedriickt in Zihler- 
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Cie #132 |stéBen pro Min. und pro 1 mg 
~~ {oT |. & ww NH,-MgP-O, aus 
aal2diamMs eee a / m 
0oIS Elo anorgan. emerkungen 
Bs SW 5 2 5 Inosin- Phosphat Kno-;| Blut- 
mo | SSIS Ss siure nach chen plasma 
|e 12 a | Autolyse | 
1/375] 3,1 46 | 084 | 6 0,61) 8,15 Intravenis: 
B 2/814] 38'/,| TT 0,48 | 5,4 0,19 | 1,9 2 Stunden Flug 
4]3877] 3'/,] 34 | 0,24 | 5,2 | 0,34] 1,65 Intravends: 
5] 272] 8%.) 10 | 0,88 64 | 0,45 | 2,45 Ruhe 
(1 200 }24 18 | 03 | 32 (0,67) 3,5 |Ruhe; Injektion 
| | subcutan 
2| 260 |24 is | 0,75 | 3,3 |0,25/ 4,1 |2Stdn. Flug; In- 
A? | | | jekt. subcutan 
31335 [04 | 42 | 0,75 | 26 | 0,29| — |Ruhe; Injektion 
| subcutan 
4| 310 | 24 36 18 | 2,7 0,59 | 4,3 | 2 Stdn. Flug; In 
| | jekt. subcutan 











1) 21. Mai 1988. Injiziert je 0,75 cem einer Lésung, die am 16. Mai 
75000 StéBe enthielt. 
2) 98. April 1938. 
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phosphorsiure in Frage. Wir haben uns durch Bestimmungen 


des Glycerins nach Zeisel besonders iiberzeugt, dab diese Ver- 


unreinigung dem inosinsauren Barium nicht anhaftet. 

Der colorimetrisch nach Fiske und Subbarow bestimmte 
Gehalt an anorganischem Phosphat wurde in den Priiparaten des 
inosinsauren Barium stets bestimmt: er betrug héchstens bis 1,1°/, 
des Gesamtphosphors. Nur in diesem Verhiiltnis kann also die 
Aktivitit der Inosinsiure von Beimischungen von anorganischem 
Phosphat herrithren. 

Wir geben die Versuchsergebnisse in Tab. I wieder. 


Die Versuche an Kaninchen sind im folgenden wiedergegeben. 

I. Kaninchen, 2370 g, wird im Stoffwechselkiifig mit Hafer und Riiben 
ernibrt. Bekommt am 21.I[. an 4 Stellen subcutan 0,350 g¢ bezeichnetes 
Phosphat. 

Harn und Kot werden gesammelt und verascht, das Phosphat wird isoliert, 
und am 26. L, 28.1., 29.1, 31.1. weitere Injektionen des wiedergewonnenen 
Phosphats, nach den Injektionen intravenése Injektionen von CaCl,. Am 
1. ll. wird das Kaninchen getitet. Aus dem Fleisch (420 g) werden 70 mg 
reines inosinsaures Ba erhalten. Das Priiparat enthielt 1,16°/, des Gesamt- 
phosphors als anorganisches Phosphat (nach Fiske und Subbarow be- 
stimmt). 

Die Aktivitiiten der Ammoniummagnesiumphosphate aus Inosinsiiure, 
in kurzer Autolyse abgespaltenem Phosphat der Muskeln, Phosphat aus 
Knochen, Blut, Harn und Muskelriickstand ergibt die folgende Tabelle. 

[I. Kaninechen, 2630 g, erhilt innerhalb 1 Stunde am 26. II. bezeich- 
netes Phosphat. Am 1. III. wird es entblutet und verarbeitet. 

iI. Kaninchen, 2000 g, bekommt am 5. III. und am 6. III. Phosphat, 
das aus Harn und Kot des Kaninchens II erhalten worden ist. Am 9. III. 
Entblutung und Verarbeitung. 


Tabelle IL. 


ZillerstéBe pro Minute fiir gleiche Mengen (1 mg) NH,MgPO, aus den nach- 
folgend angegebenen Priparaten (Zahlen nur fiir jeden Versuch vergleichbar!). 























I II Il 
cee ee ae ee 1,05 0,5 0,4 
Abspaltbarer P aus Muskeln ..... . 3,09 6,0 1,2 
MGS 2 Sellen Ge ak ar oy, He ecw Ss Wee 1,77 8,0 1,8 
apie ee ae ee Cee eT ee 0,57 3,7 0,9 
og Me ee Le Ce ee ee 4,38 15,0 6,1 
Vleischriickstand (Trichloressigsiurefillung) 3,5 0,6 


Man kann das Ergebnis dieser Versuche folgendermafen 
zusammenfassen: die Rejuvenierung der Adenylsiure erfolgt viel 
langsamer als die Rejuvenierung der Phosphatfraktionen des 
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Muskels, welche wir — in chemischer Beziehung — als leich; 
hydrolysierbare bezeichnen, und welchen wir — in physiologischey 
Beziehung — die Rolle der im Stoffwechsel kreisenden Phosphat. 
gruppen zuschreiben. Dies geht besonders aus Versuchen hervyor 
in welchen das Phosphat intravenés injiziert worden ist, und die 
Tauben schon nach 31/, Stunden verarbeitet worden sind. Die 
Rejuvenierung des Adenylsiurephosphors steht hier im Ver. 
hiltnis von 0,35:5,75 zur Rejuvenierung des leicht abspaltbarey 
Phosphors desselben Muskels, betrigt also nur etwa 6°/,. Die 
Rejuvenierung des Inosinsiurephosphors ist hier im Mittel genay 
so groB wie die Rejuvenierung des Knochenphosphors: und diese 
Beziehung sagt tiber die Frage so ziemlich alles aus, und machi 
eine weitlaufige Diskussion der Zahlen eigentlich entbehrlich. 
Zu ihrem Verstindnis sei jedoch folgendes hinzugefiigt, 
Wenn man radioaktives Phosphat injiziert, so verteilt es sich 
im Organismus, und mischt sich mit dessen eigenem Phosphat; ein 
groBer Teil wird in einer permutoiden Reaktion in den Knochen 
festgehalten; das kreisende Phosphat fiihrt — durch Austausch 
und Neusynthesen — zur Rejuvenierung der phosphorhaltigen 
Gewebsbestandteile. Wir kennen nicht den Verlauf dieser Reju- 
venierung, an welcher der dargebotene gezeichnete Phosphor 
teilnimmt, und welchem die gleichen Prozesse ohne Anteil des 
gezeichneten Phosphors folgen, insbesondere wissen wir nicht, 
in welchem Moment das Maximum der Durchaktivierung der 
einzelnen Fraktionen stattgefunden hat. Vielleicht wird dies 
spiiter in langeren Versuchsreihen ermittelt werden. Fir dei 
angefiihrten Versuch an Tauben wissen wir z. B. nicht, ob die 
Durchsetzung der Phosphorverbindungen im Muskel mit dem 
aktiven Phosphat bereits ihr Maximum erreicht hat, ob sie das 
Maximum bereits tiberschritten hat. Sicher aber erscheint es, 
auch im Zusammenhang mit allen anderen Versuchen, da die 
Durchaktivierung des Adenylsiiurephosphors weit hinter der Akti- 
vierung des Phosphors der anderen Fraktionen zuriikbleibt, dab 
er sicher unterhalb des Maximums liegt, welches er erreicheu 
wiirde, wenn im Organismus des Tieres gezeichnetes Phosphiat 
stets in der Konzentration kreisen wiirde, welche, wie in dem 
Versuch BI, 6StéBe pro Milligramm Magnesium-Ammoniumphospbhat 
entsprechen wiirde. Dies geht insbesondere auch aus dem Ver- 
such hervor, in welchem das ausgeschiedene Phosphat immer 
wieder aus Kot und Harn zuriickgewonnen wurde und dem ‘lier 
wieder einverleibt worden ist. Da wir hier einen langsameret 
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und einen schnelleren Vorgang haben, die miteinander zusammen- 
hingen, so kann das Verhiltnis der Aktivierungen der Produkte 
des einen und des anderen verschieden ausfallen, je nach der 
Zeit, in die sie fillt. Wir kénnen also nicht wissen, ob in den 
Kaninchenversuchen die beweglichen Phosphate bereits an Gehalt 
an 32P verlieren und ob der Gehalt an °*P in der Inosinsiiure 
im Zunehmen oder im Abnehmen ist. Bei der — willkiirlichen — 
Annahme, daB der Gehalt an *?P in den leicht abspaltbaren 
Phosphatfraktionen stationér ist, in der Inosinsiure — was wahr- 
scheinlich ist — noch im Aufsteigen begriffen, kénnte man auf 
Grund dieses langdauernden Versuches annehmen, daf die Reju- 
venierung der Inosinsiiure beim Kaninchen etwa einen Monat 
dauert. Bei der Taube ist dieser Vorgang zweifellos sehr viel 
schneller, wie auch andere Vorginge (Milchsiiurebildung, Ammo- 
niakbildung) in diesem ganz besonders leistungstihigen Muskel. 
Fiir die genauere Abschitzung der Rejuvenierung der Adenylsiiure 
reichen aber die bisherigen Daten nicht aus. Vergleichen wir 
die Zahl der gréBeren Ordnung nach mit dem Prozef der 
physiologischen Desaminierung, so kann man den letzteren auf 
Grund der folgenden Zahlen schitzen, nach den Versuchen von 
Klisiecki}, in welchen der Ammoniakiibergang aus ver- 
schiedenen Quellen beim Hund experimentell bestimmt worden ist: 
fiir das somatische Ammoniak (d. h. Ammoniak aus Muskeln, 
Nieren und Herz) ergibt sich die Zahl von etwa 10 mg NH,—N 
fiir 24 Stunden und 1 kg Kérpergewicht, also etwa 25 mg NH,—N 
pro 1 kg Muskel und 24 Stunden. Dieses bedeutet aber, da die 
Abspaltung der Aminogruppe des Adenins aus der gesamten 
Adenylsiure des Muskels etwa 50 mg NH,—N pro 1 kg ergibt, 
daB die gesamte Adenylsiiure beim Warmbliiter im Laufe von 
2 Tagen durch den Zustand der Inosinsiiure geht. Die Des- 
aminierung der Adenylsiure fihrt sie also in der Zeit von 2 Tagen 
durch Inosinsiure hindurch, aber der Wiederaufbau des Skeletts: 
Purin—Ribose—Phosphorsiiure, der in der Adenylsiure enthalten ist, 
erneuert dieses Skelett in etwa einem Monat. Man kann daraus 
schlieBen, daB ein Adenylsiiuremolekiil, das einmal zu Inosinsiure 
desaminiert worden ist, viele Male aus demselben Skelett (Purin— 
Ribose—Phosphorsdure) wieder aufgebaut wird, bevor es der Zer- 
stérung anheim fillt und von neuem, aus neuem Phosphat, wieder 
aufgebaut wird. Uber die Zahl der Umliufe eines Adenylsiure- 


') A. Klisiecki, Quart. J. exper. Physiol. 1934, 226. 
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molekiils im glykolytischen Kreislauf kénnen diese Versuche nichts 
aussagen: da aber die Ammoniakbildung im Vergleich zum Zucker. 
umsatz gering ist, und nur wenige Molekiile der Adenylsiue, die 
an jener Umsetzung teilgenommen haben, desaminiert werden’, 
so kann man die Lebensdauer einer Adenylsiiuregruppe jedenfalls 
auf Hunderte von Umliufen schitzen. 

Kine besondere Frage ist die der Beeinflussung der Reju- 
venierung durch Muskeltitigkeit. Wir haben dieser Frage Ver. 
suche gewidmet und gefunden, da bei Tauben (die im ersten 
Versuch 2 Stunden in 24 Stunden, im zweiten 2 Stunden in 
34/, Stunden in Bewegung waren) die Aktivitétszahlen fiir Inosin- 
siiurephosphor héher waren, als bei den Végeln, die sich in voll- 
stiindiger Ruhe gehalten haben. Wir notieren dieses, miissen 
aber bemerken, daB wir die Differenzen nach anderswo?) fest- 
gelegten Forderungen nicht fiir tatsiichlich halten kénnen. 


Zusammenfassung, 

In Tauben und Kaninchen, welchen Na-Phosphat injiziert 
wird, das mit radioaktivem Phosphor (**P) bezeichnet ist, wird 
in der aus Muskeln dargestelllten Inosinsiiure der radioaktive 
Phosphor gefunden. Der Austausch des Phosphors, also der 
Neuaufbau der Adenylsiure, ist ein im Vergleich mit dem <Aus- 
tausch der beweglichen Phosphoratome der Adenosintriphosphor- 


siure, des Phosphokreatins und der Zuckerphosphorsiureester 


ein langsamer Vorgang. Die Erneuerung der Adenylsiure durch 
Aufnahme neuen Phosphors erfolgt wahrscheinlich in der Zeit 
von der GréBenordnung eines Monats. 


') Parnas, Mozotowski u. Lewinski [Klin. Wsebr. 6, 1710 (1927), 
berechnen, da der Entstehung yon 1 Mol Milchsiiure die Bildung von '/,, Mol 
Ammoniak entspricht. 

*) Parnas, Lewinski, Jaworska, Umschweif, Biochem. Z. 225, 
366 (1930). 
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